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(57) Abstract 

The invention pertains to DNA fragments and plasmids 
comprising the bioB^ bioF, bioQ bioD and bioA genes responsi- 
ble for biosynthesis of biotin, or their functionally equivalent 
genetic variants and mutants from enteric bacteria, wherein the 
genes are aaanged in a transcription unit The invention also 
pertains to microorganisms that contain these DNA fragments 
and plasmids and a method of producing biotin using these mic- 
roorganisms. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft DNA-Fragmente und Plasmide, 
umfassend die Gene dcr Biotin- Biosynthesc bioB, bioF, bioC, 
bioD und bio A odcr deren funktionell aquivalente genetische 
Varianten und Mutanten aus Enterobakterien, worin die Gene in 
ciner Transkriptionseinheit angeordnet sind. Die Erfindung be- 
trifft femer Mikroorganismen, die diese DNA-Fragmente und 
Plasmide enthalten, und ein Verfahren zur Herstellung von Bio- 
tin unter Verwendung dieser Mikroorganismen. 
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BIOTECHNOLOGISCHES VERFAHREN 2UR HERSTELLUNG VON BIOTIN 

Die Erfindung betrifft rekombinantes genetisches Material zur 
Expression der Gene des Biotin-Stof f wechselwegs von Entero- 
5 bakterien, Mikroorganismen, die dieses rekombinante geneti- 

sche Material enthalten, und die Verwendung solcher Mikroorga- 
nismen in einem biotechnologischen Verfahren zur Herstellung 
von Biotin. Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur 
Herstellung von Biotin, das die Umsetzung von Dethiobiotin 
10 mittels Biotinsynthase im zellfreien System umfaBt, 

Biotin (Vitamin H) ist ein fiir Mensch und Tier wichtiges Vi- 
tamin, dessen Mangel beispielsweise Seborrhoe, Dermatitis, 
Appetitlosigkeit und Mudigkeit hervorrufen kann. Dementspre- 
15 chend ist Biotin ein niitzlicher Zusatzstoff fiir Lebens- und 

Futtermittel . 

Die Herstellung von Biotin mit Methoden der synthetischen 
organischen Chemie ist aufwendig und kostspielig. Aus diesem 
20 Grunde f inden biotechnologische Verfahren, in denen Biotin mit 

Hilf e von Mikroorganismen aus billigen Ausgangsmaterialien wie 
Glucose synthetisiert werden kann, zunehmend Beachtung. 

Escherichia coli f E. coli ) ist ein Mikroorganismus , der in der 
25 Lage ist, ausgehend von einfachen Kohlenstof f quellen wie Gly- 

cerin Oder Glucose Biotin zu synthetisieren (Fig. 1). Die 
Gene, die fiir die Biosynthese von Biotin in E. coli verant- 
wortlich sind, liegen in einem Operon vor, das bereits klo- 
niert wurde und die funf Gene bioA , bioB bioC, bioD und bioF 
30 (im folgenden auch als bio -Gene bezeichnet) umfaBt (Gupta et 

al.. Gene 1:331-345; 1977). Diese Gene werden von einer Pro- 
motor-Operator-Region, die sich zwischen den Genen bioA und 
bioB befindet, in zwei verschiedene Richtungen transkribiert . 
Bezuglich der konventionellen Genkarte liegen die Gene bioB . 
35 bioF, bioC und bioD rechts und das Gen bioA links von der 

Promotor-Operator-Region, Die DNA links der Promotor-Operator- 
Region umfa/3t stromabwarts des bioA -Gens ein weiteres Gen mit 
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der Bezeichnung ORFI (ORF = open reading frame) , das fiir ein 
Polypeptid mit 158 Aminosauren codiert und zusammen mit dem 
bioA-Gen transkribiert wird (Otsuka et al., J. Biol. Cham., 
263 : 19577-19585 ; 1988). Die Funktion dieses Gens ist bislang 
5 unbekannt. Andere Stanune aus der Familie der Enterobakterien , 

beispielsweise der Gattung Salmonella Oder Citrobacter , weisen 
einen zu E. coli analogen Aufbau des Biotin-Operons auf (Shiu- 
an und Campbell, Gene ^:203-211; 1988). 

10 Es sind bereits biotechnologische Verfahren zur Herstellung 

von Biotin bekannt, die mittels Mikroorganismen durchgefuhrt 
werden, die mit dem klonierten Biotin-Operon von E. coli 
transf ormiert sind. Diese Verfahren werden ausgehend von Glu- 
cose durchgefiihrt . Die EP-B-236 429 beschreibt beispielsweise 

15 Mikroorganismen, die mit dem Biotin-Operon von E. coli trans- 

formiert sind, wobei die Wirtsorganismen in ihrem bir A/ bio R- 
Gen mutiert sind. 

In der EP-A-316 229 werden E. coli -Mutanten beschrieben, die 
20 weniger Acetat produzieren und ebenfalls mit dem klonierten 

Biotin-Operon transf ormiert wurden. 

Die EP-A-449 724 of fenbart mit dem Biotin-Operon transf ormier- 
te Mikroorganismen, die zusiitzlich Mutationen aufweisen, die 

2 5 einen geringeren Glucoseverbrauch zur Folge haben. 

Aus der EP-A-266 240 ist ferner die Klonierung der fur die 
Biotin-Synthese in Bacillus sphaericus verantwortlichen Gene 
und ein darauf aufbauendes Verfahren zur Herstellung von Bio- 

3 0 tin bekannt- Bedingt durch den Metabolisrous von Bacillus 

sphaericus mu5 dieses Verfahren ausgehend von kostspieliger 
Pimelinsaure durchgefuhrt werden. 

Die Ausbeuten, die nach den bislang bekannten biotechnologi- 
3 5 schen Verfahren erhalten werden, sind jedoch unter wirt- 

schaftlichen Gesichtspunkten bislang nicht zuf riedenstellend . 
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein biotech- 
nologisches Verfahren zur Herstellung von Biotin bereitzustel- 
len, das hohere Ausbeuten an Biotin ermoglicht und damit wirt- 
schaftlicher ist. 

5 

Diese Aufgabe wurde unter Verwendung von DNA-Fragmenten und 
Vektoren gelost, die die Gene bioB . bioF , bioC . bioD und bioA 
Oder deren funktionell aguivalente genetische Varianten und 
Mutanten aus Enterobakterien umfassen, wobei diese Gene in 
10 einer Transkriptionseinheit organisiert sind. 



Unter Transkriptionseinheit wird hierbei eine DNA-Sequenz 
verstanden, in der die Gene in einer Transkriptionsrichtung 
angeordnet sind und unter gemeinsamer Transkriptionskontrolle 
16 in ein durchgehendes Transkript (iberschrieben werden, wobei 

die DNA-Sequenz neben den jeweiligen Genen auch die fiir die 
Genexpression erf orderlichen genetischen Kontrollelemente wie 
Promotoren und Ribosomenbindungsstellen umfaBt. 

20 Unter "funktionell aquivalenten genetischen Varianten und Mu- 

tanten" werden Gene verstanden, die sich von den Wildtyp-Genen 
der Ursprungsorganismen, d, h. der Enterobakterien, ableiten 
und Basenaustausche im Rahmen der bekannten Degeneration des 
genetischen Codes aufweisen. Derartige Basenaustausche konnen 

25 naturlichen Ursprungs oder kiinstlich erzeugt sein, beispiels- 

weise urn die Gensequenz an die bevorzugte Codon-Verwendung 
eines bestimmten Mikroorganismus, in dem eine Expression er- 
folgen soli, anzupassen. Die genetischen Varianten und Mutan- 
ten umfassen ferner Deletionen, Insertionen und Substitutionen 

3 0 von Basen oder Codons, die das Genprodukt einer derart ver- 

anderten Sequenz in seiner Funktion grundsatzlich intakt las- 
sen. UmfaBt sind insbesondere Sequenzen, die unter den iibli- 
Chen Hybridisierungsbedingungen, d.h. bei Temperaturen zwi- 
schen 55 und 66 °C und bei 0,03 bis 0,3M Salzanteil, mit den 

35 Wildtyp-Sequenzen hybridisieren, also Sequenzen, die zu den 

Wildtyp-Sequenzen eine hohe Homologie, beispielsweise hoher 
als 70%, aufweisen. 



wo 94/08023 



PCT/EP93/02688 



Fig, 1 zeigt die Enzyme des Stof f wechselwegs der Biotin-Bio- 
synthese . 

Fig. 2 zeigt das Konstruktionsschema fiir das Plasmid pBO3 0. 

5 

Fig. 3 zeigt die DNA-Sequenz der Plasmide pB03 0, pBO3 0A-9 und 
pBO30A-15 fiir den Bereich des 3*-Endes des bioD -Gens und des 
5'-Endes des bioA -Gens (durchbrochene Pfeile; das bioA-Start- 
codon ist unterstrichen, das bioD-Stopcodon punktiert darge- 
10 stellt) zusammen mit den fiir die Plasmidkonstruktion relevan- 

ten Restriktionsschnittstellen und der Shine-Dalgarno (SD)- 
Sequenz des bioA *Gens> Potentielle *'stem-loop""Strukturen sind 
mit durchgehenden Pfeilen gekennzeichnet . 

15 Fig. 4 zeigt die Schritte zur Variation der Sequenz stromauf- 

warts des bioB -Gens ausgehend von Plasmid p bioB : : lac2 -2 zur 
Konstruktion verbesserter Ribosomenbindungsstellen unter An- 
gabe der benutzten Restriktionsschnittstellen, der jeweili- 
gen Shine-Dalgarno-Sequenzen (SD) und des bioB -Startcodons 

20 (Met) . Dargestellt sind die Sequenzen stromauf warts des bioB- 

Gens und der 5* -Terminus des bioB -Gens . Die gestrichelten 
Linien kennzeichnen das inserierte Oligonukleotid 985E. Durch- 
gestrichene Nukleotide sollten nach der Theorie vorhanden 
sein, fehlen aber in Plasmid p bioB : ; lacZ /985E und den davon 

25 abgeleiteten Plasmiden p bioB : : lacZ /9 und p bioB : : lacZ /16 . was 

den Verlust einer Bam HI-Stelle (BamHI) zur Folge hat. "fill- 
in": AuffUllen mit Klenow-Polymerase . 

Fig. 5 zeigt das Konstruktionsschema fiir die Plasmide pBO30A- 
30 15/9 und pBO30A-15/9Aorf I . 

Fig. 6 zeigt die DNA- und Aminosauresequenz der in Plasmid 
pBO30A-15/9 fiir die Biotin-Biosynthese codierenden Gene zu- 
sammen mit den genetischen Kontrollelementen {SD: Shine-Dai- 
35 garno-Sequenz) . Kursiv dargestellte Aminosauren am COOH-Termi- 

nus des bioD 15-Gens stellen Substitutionen gegenliber der Wild- 
typ-Sequenz des bioD -Gens von E. coli dar. 
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Fig. 7 zeigt das Konstruktionsschema fUr Plasmid pB0746B aus- 
gehend von den Plasmiden pB074-13 und pB03 ; Pfeile geben die 
Lage und die Orientierung des tac -Promotors und der bio -Gene 
an. Der Vektoranteil der Plasinide ist fett dargestellt. Durch- 
5 brochene Linien geben den Umfang der Deletion des bioB -Gens 

wieder . 

In den Fig. 2 und 5 bedeuten A: Aat ll ; B: Bam HI ; Bg: Bal ll ; 
C: Clal E: EcoRI ; H: aindlll; K: IS^nl ; N: IJcfil ; Nr : Nru;I P: 

10 Pst I ; S: Sno l ; Sa: Sai l ; Se: Sse l ; Sp: Sph I ; Ss: Ssp l ; und X: 

Xba l . "fill-in": Auffullen rezessiver 3 ' -Enden mit Klenow- 
Polymerase; mbn: Entfernen iiberhangender 5* - oder 3 * -Enden mit 
"Mung Bean Nuclease; Bal31: progressive Deletion von DNA mit 
Exonuklease Bal 31, Der Vektoranteil der Plasmide ist fett 

15 dargestellt. Die unterschiedlich schraf f ierten Telle in den 

Plasmiden wurden jeweils fur den nachf olgenden Klonierungs- 
schritt verwendet, Pfeile geben die Lage und die Orientierung 
der bio -Gene an. 

20 Zur Konstruktion der erf indungsgemaBen DNA-Fragmente und Vek- 

toren werden die Gene des Biotin-Operons zunachst zweckma/iig 
aus dem Chromosom eines geeigneten Mikroorganismus isoliert 
und anschlieBend unter der Kontrolle genregulatorischer Ele- 
mente wie Promotoren und Ribosomenbindungsstellen so mitein- 

25 ander verkniipft, daB sie organisiert in einer einzigen Trans- 

kriptionseinheit vorliegen. Als Ausgangsmaterial ftir die Iso- 
lierung der bio -Gene kdnnen Bakterienstamme aus der Familie 
der Enterobakterien dienen, beispielsweise der Gattung Esche- 
richia , Salmonella oder Citrobacter . Zweckmaiiig ist das Aus- 

30 gangsmaterial ein Mikroorganismus der Spezies Escherichia 

coli , die am besten charakterisiert ist. 

Die Konstruktion der erf indungsgemaiien DNA-Fragmente und Vek- 
toren kann beispielsweise ausgehend von einer Genbank eines 
35 geeigneten Mikroorganismus wie E. coli erfolgen, aus der die 

bio-Gene oder Fragmente davon durch Hybridisierung mit mar- 
kierten Oligonukleotiden, die Teilsequenzen der bio -Gene ent- 
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halten, in bekannter Weise isoliert und kloniert werden kon- 
nen. Anschlieliend werden die isolierten und klonierten bio- 
Gene rait den bekannten Methoden der DNA-Rekombination unter 
der Kontrolle eines gemeinsainen Promoters so miteinander ver- 
5 kniipft, daft sie als eine einzige Transkriptionseinheit vor- 

liegen. Zweckmciftig erfolgt die Anordnung der bio -Gene derart, 
dafi das bioA -Gen stromabwarts der Gene bioB . bioF , bioC und 
bioD liegt, die iin Wildtyp-Operon von E> coli bereits in einer 
Transkriptionseinheit vorliegen. Das bioB -Gen kodiert mit der 

10 Biotinsynthase das Schlusselenzym des gesaraten Biotin-Syn- 

thesewegs, da die Umsetzung von Dethiobiotin zu Biotin durch 
Biotinsynthase bislang den geschwindigkeitsbestiminenden 
Schritt des funfstufigen Biotin-Synthesewegs darstellt. Das 
bioB 'Gen ist daher zweckmafiig das erste Gen innerhalb der 

15 Transkriptionseinheit, da dann wegen der Nahe zum Promoter 
eine optimale Expression dieses Gens erfolgen kann (Fig. 2, 
4 , 5 und 6) . 

Die zweite Transkriptionseinheit ira Wildtyp-Biotin-Operon von 
20 E. coli , die das bioA -Gen enthalt, umfaftt aufterdem ein weite- 

res Gen, ORFI, das fiir ein Polypeptid init 158 Aminosauren ko- 
diert, Versuche, die mit Expressionsplasmiden durchgefiihrt 
wurden, in denen kein ORFI-Gen anwesend ist, zeigen, daB die- 
ses Gen unter den ublichen Fermentationsbedingungen fiir die 
25 Biotin-Biosynthese nicht essentiell ist, Es ist allerdings 

nicht auszuschliefien, daB diesem in seiner Funktion bislang 
unbekannten Polypeptid unter bestiininten Bedingungen auch eine 
Rolle bei der Biotin-Synthese zukommt. Obwohl die Anwesenheit 
des ORFI-Gens in den erf indungsgemaBen DNA-Fragmenten also 
30 nicht zwingend notwendig ist, umfaBt die Transkriptionseinheit 

mit den bio -Genen in einer zweckmaBigen Ausf iihrungsf orm zu- 
satzlich auch das ORFI-Gen. (Fig. 2, 5 und 6). 

In den erf indungsgemaBen DNA-Fragmenten und Vektoren stehen 
35 die bio -Gene vorteilhaft nicht unter der Kontrolle des natiir- 

lichen Biotin-Promotors von E. coli . Vielinehr werden die big- 
Gene zur Verbesserung der Transkription zweckmaBig unter die 
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Kontrolle eines starken Fremdpromotors gestellt. Die Wahl des 
Promoters hangt von den gewvinschten Expressionsbedingungen ab, 
beispielsweise davon, ob eine konstitutive oder induzierte 
Expression gewiinscht wird, oder von dem Mikroorganismus , in 
5 dem die Expression erfolgen soli. Geeignete Promotoren sind 

beispielsweise die Promotoren P^^ und P,^ des Phagen Lambda 
(vgl. Schauder et al., Gene 52:279-283; 1987), der Promotor 
pxvl S des TOL-Plasmids von Pseudomonas putida mit dem benach- 
barten Regulatorgen xvl R (Franklin et al., J. Bacteriol. 

10 154 ; 676-685 ; 1983), der trc-Promotor (Amann et al., Gene 

69.:301-315; 1988), der trp -Promotor (Amann et al,, Gene 
25:167-178; 1983), der Promotor p deqQ aus Bacillus subtilis . 
der in der Stationarphase aktiv ist (Dahl et al., J. Bacte- 
riol. 123:1539-1547; 1991) und der lacUVS-Promotor (Amann et 

15 al., Gene 25:167-178; 1983). Bevorzugt wird als Promotor der 

tac-Promotor gewahlt, ein Hybrid aus dem trp - und dem lac UVS- 
Promotor von E. coli . der als konstitutiver oder induzier- 
barer Promotor eingesetzt werden kann (Russell und Bennett, 
Gene 20:231-243; 1982). 

20 

Es wurde aui3erdem gefunden, daB die Expression des bioA -Gens 
in der oben beschriebenen bevorzugten Anordnung weiter verbes- 
sert werden kann, wenn der Abstand zwischen den in der Trans- 
kriptionseinheit auf einanderf olgenden Genen bioD und bioA 

25 moglichst kurz ist, d. h. vorzugsweise weniger als 50bp (Ba- 

senpaare) betragt. Uberraschend wurde f estgestellt , daB die 
Expression besonders hoch ist, wenn die Sequenz des 3'-Endes 
des bioD -Gens , die fiir den COOH-Terminus der Dethiobiotin 
(DTB) -Synthetase kodiert, gleichzeitig die Ribosomenbindungs- 

30 stelle des nachf olgenden bioA-Gens beinhaltet. Vorteilhaft 

liegt gleichzeitig eine Uberlappung der Leseraster der Gene 
bioD und bioA vor. Eine derartige Konstellation la^t sich 
erreichen, wenn man das 5»-Ende des bioA -Gens zusammen mit 
dessen Ribosomenbindungsstelle so mit dem bioD -Gen fusioniert, 

35 daB dessen 3 ' -Ende durch die Sequenz mit der Ribosomenbin- 

dungsstelle stromaufwarts des bioA-Gens und, gegebenenf alls , 
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den 5 ' -Terminus des bioA -Gens substituiert wird (Fig, 3 und 
6; Seq ID No: 1, 6 und 8-16) . Dieser Effekt ist umso iiberra- 
schender, als bei einer derartigen Fusion der COOH-Terminus 
der DTB"Synthetase ausgetauscht warden kann, ohne daB das 
5 Enzym seine Aktivitat verliert. Ahnliche Oberlappungen finden 

sich auch im Wildtyp-Biotin-Operon von coli zwischen den 
Leserastern der Gene bioB . bioF , bioC und bioD . 

Die Expression des bioB -Gens laBt sich durch Optimierung der 
10 Ribosomenbindungsstelle vor dem bioB -Gen weiter optimieren, 

ZweckmaBig geht man hierbei von einem Konstrukt aus, in dem 
das bioB -Gen bereits unter der Kontrolle eines starken Promo- 
ters, z.B. des tac-Promotors , steht. Die Optimierung der Ribo- 
somenbindungsstelle des bioB -Gens, d,h. die Variation der 
15 Shine-Dalgarno-Sequenz und deren Abstand zum 5»-Ende des 

Strukturgens , kann mittels der iiblichen Methoden der DNA-Re- 
kombination erfolgen. Der EinfluB einer bestimmten Ribosomen- 
bindungsstelle auf die Translation kann in an sich bekannter 
Weise, beispielsweise durch Genfusion des zu testenden Gens 
2 0 mit dem lacZ -Gen und anschlieBendem Test mit dem chromogenen 

Substrat 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid (X- 
Gal) , bestimmt werden. 

DNA-Fragmente, die die bio -Gene in einer Transkriptionseinheit 
25 umfassen, konnen mit Hilfe der bekannten Techniken der DNA- 

Rekombination in eine Vielzahl von Vektoren eingebaut werden. 
Auf diese Weise wurden beispielsweise die Plasmide pB030A- 
15/9 (Fig. 5 und 6, Seq ID No: 1 und 6; Beispiel 1,5.2) und 
pB047 (Beispiel 1.7) erhalten. Plasmid pBO30A-15/9 wurde am 
30 28. 9. 1992 bei der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und 

Zellkulturen GmbH, D-3300 Braunschweig, Mascheroderweg lb, in 
E> coli XLl-Blue und E. coli BM4062 unter den Hinterlegungs- 
nummern DSM 7246 bzw, 7247, und am 17. 9. 1993 in E. coli 
ED8767 unter der Hinter iegungsnummer DSM 8554 hinterlegt. 
35 Plasmid pB047 wurde am 17, 9.1993 bei der Deutschen Sammlung 

fiir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH in Agrobacterium/ 
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Rhizobium so HK4 unter der Hinter legungsnummer DSM 8555 hin- 
terlegt . 

Abhangig von der Art der gewahlten Vekt-oren konnen die Gene 
5 flir die Enzyme des Biotin-Synthesewegs in verschiedenen Orga- 

nismen exprimiert werden. Als Vektoren eignen sich sowohl Vek- 
toren mit spezif ischem Wirtsspektrum als auch Vektoren mit 
breitem Wirtsspektrum ("broad hoast range"). Beispiele fiir 
Vektoren mit spezifischem Wirtsspektrum, z,B. fiir E. coli , 
10 sind pBR322 (Bolivar et al., Gene 2:95-113; 1977), pUC18/19 

(Vanisch-Perron et al., Gene 33 : 103-119 ; 1985), pK18/19 (Prid- 
more, Gene 309-312; 1987) und pRA95 (erhaltlich von Nyco- 
med Pharma AS, Hvidovre, Danemark) . 

15 Als "broad hoast range" Vektoren konnen alle Vektoren einge- 

setzt werden, die fiir Gram-negative Bakterien geeignet sind. 
Beispiele fiir solche "broad hoast range" Vektoren sind pRK290 
(Ditta et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77 : 7347-7351 ; 1980), 
pKT240 (Bagdasarian et al., Gene 26:273-282; 1983), Derivate 

20 von pRK290 wie pLAFRl (Long et al., Nature 298 ;485-488; 1982) 

und pRK290X (Alvarez-Morales et al. , Nucl, Acid. Res. 14:4207- 
4227; 1986), Derivate von pKT240 wie pMMB66EH (Flirste et al., 
Gene 18:119-131; 1986) oder pGSS33 (Sharpe, Gene 29:93-102; 
1984) . 

25 

2ur Herstellung der Produktionsstamme fiir die Fermentation, 
d. h. der Stamrae fiir die Biotin-Produktion, mu5 das erfin- 
dungsgemafte DNA-Fragment in die gewiinschten und zur Expression 
geeigneten Wirtsstamme eingebracht werden. Mikroorganismen, 

30 die zur Expression der bio -Gene geeignet sind, vorzugsweise 

Stamme mit weitem Substratspektrum, sind beispielsweise Ente- 
robakterien, vorzugsweise der Gattung Escherichia . oder Mi- 
kroorganismen der Gattung Rhizobium , Aqrobacter ium , Rhizobium- 
/ Aqrobacter ium , Acinetobacter . Azotobacter , Pseudomonas und 

35 Comamonas . Besonders bevorzugt sind Mikroorganismen der Spe- 

zies E. coli . Rhizobium-ZAgrobacterium sp. HK4 (wie beschrie- 
ben in der EP-B 158 194) , Pseudomonas mendocina , Pseudomonas 
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aeruginosa oder Acinetobacter calcoaceticus . Die Mikroorganis- 
men konnen das erf indungsgema/ie DNA-Fragment entweder auf 
einem Vektormoleklil oder integriert in ihrem Chromosom enthal- 
ten. Das Einbringen des DNA-Fragments in die Mikroorganismen 
5 kann beispielsweise durch Transformation oder Konjugation 

erfolgen. Zweckma/iig werden die ausgewahlten Mikroorganismen 
in an sich bekannter Weise mit Vektoren transf ormiert , die die 
erf indungsgemaBen DNA-Fragmente enthalten. Geeignete Produk- 
tionsstamme sind beispielsweise E. coli XLl-Blue, E. coli 
10 BM4062 und E. coli ED8767, jeweils enthaltend Plasmid pB030A- 

15/9 (DSM 7246, DSM 7247 und DSM 8554) und Aarobacterium/ 
Rhizobium sp HK4 mit Plasmid pB047 {DSM 8555) . 

Die Isolierung der transf ormierten Wirtsstamme erfolgt zweck- 
15 mafiig aus einem selektiven Nahrmedium, dem ein Antibiotikum 

zugesetzt wird, gegen das die Wirtsstamme durch ein auf dem 
Vektor oder DNA-Fragment befindliches Markergen resistent 
sind . 

20 Die biotechnologische Herstellung von Biotin erfolgt unter 

Verwendung der Mikroorganismen, die die erf indungsgemaBen DNA- 
Fragmente Oder Vektoren enthalten. Das Verfahren zur Herstel- 
lung von Biotin erfolgt in ublicher Weise in Kulturen aus- 
gehend von einer als Wachstumssubstrat fiir den jeweiligen 

25 Mikroorganismus geeigneten Kohlenstoff quelle, die schlieBlich 

in Biotin umgewandelt wird. Als Kohlenstoff quelle geeignet 
sind insbesondere einfache Zuckermolekule, beispielsweise 
Glucose, Oder Glycerin. Dementsprechend konnen als Wachstums- 
medien handelsUbliche Medien wie beispielsweise Nutrient Yeast 

30 Broth (NYB: Nutrient Broth No. 2, Oxoid, 25g/l; Hef e-Extrakt , 

Oxoid, 5g/l) oder Glycerin-und Glucose-Minimalmedien verwendet 
werden . 

Bevorzugt erfolgt die Fermentation, d.h., die Herstellung von 
35 Biotin, als sog. "f ed-batch-Verf ahren" , d.h., in einer Batch- 

Fermentation, der kontinuierlich oder in Intervallen ein Volu- 
menstrom mit frischen Nahrstoffen zugefiihrt wird, wobei jedoch 
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keine Kulturlosung abgezogen wird. In einem solchen Verfahren 
wird als "feed" vorzugsweise eine GlycGrinlosung mit variab- 
ler, der jeweiligen Biomasseentwicklung angepa/3ter Zuflu/irate 
zugef uhrt . 

5 

Die Fermentation erfolgt innerhalb der fur die jeweiligen 
Mikroorganismen physiologisch vertraglichen pH- und Tempera- 
turbereiche. Zweckmaftig liegt der pH-Wert innerhalb eines 
Bereichs von 6 bis 8 und die Temperatur innerhalb eines Be- 
10 reichs von 20 bis 45*'C. 

Durch Variation der Nahrstoffe im Medium und durch Anpassung 
der Fermentationsbedingungen an den jeweiligen Mikroorganisraus 
in liblicher Weise kann die Ausbeute an Biotin weiter verbes- 
15 sert werden. 

Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ferner ein Verfahren 
zur Herstellung von Biotin, das die Umsetzung von Dethiobiotin 
zu Biotin im zellfreien System mittels des Enzyms Biotinsyn- 
20 thase umfaBt, worin die Umsetzung in Gegenwart von Thiaminpy- 

rophosphat, NADPH, S-Adenosylmethionin, Fe^'*'-ionen , Cystein 
und wenigstens einer weiteren Aminosaure aus der Gruppe Aspa- 
ragin, Asparaginsaure^ Glutamin und Serin durchgefiihrt wird. 

25 Die Biotinsynthase kann entweder in auf gereinigter Form oder 

in Form eines Zellextrakts eingesetzt werden. Zweckmaftig wird 
der Zellextrakt oder die auf gereinigte Biotinsynthase aus 
einem Stamm mit erhohter Expression der Biotinsynthase 
gewonnen, beispielsweise aus E. coli XLl-Blue mit dem Plas- 

30 mid pBO30A-15/9 (DSM 7246). Die Herstellung des Zellextrakts 

und gegebenenf alls die Aufreinigung der Biotinsynthase kon- 
nen nach den in der Biochemie ublichen Methoden, beispiels- 
weise durch Homogenisieren der Zellen, Gelf iltration , Ammoni- 
umsulf at-Fraktionierung und lonenaustausch-Chromatographie, 

35 erfolgen.. 



wo 94/08023 



PCT/EP93/02688 



12 

Es wurde gefunden, daj3 sich die Umsetzung von Dethiobiotin zu 
Biotin in zellfreien System mittels Biotinsynthase nur dann 
mit guten Ausbeuten durchfiihren lafit, wenn die Umsetzung unter 
Zugabe von Cofaktoren und Ammosauren erfolgt. 

5 

Die fur die Umsetzung erf orderlichen Cofaktoren urafassen 
Adenosylmethionin (SAM) , Thiaminpyrophosphat (TPP) , reduzier- 
tes Nikotinsaureamidadenindinukleotiddiphosphat (NADPH) und 
Fe^'*'-Ionen, Die Cofaktoren werden zweckma/iig in Konzentratio- 
10 nen von 1 bis 500/xM zugegeben. ZweckmaBig wird der Mischung 

auch Dithiothreitol (DTT) in einer Konzentration von 0,1 bis 
lOmM zugegeben 

Aminosauren, die fur die Umsetzung erforderlich sind, sind 
15 Cystein als Schwef eldonor und wenigstens eine weitere Amino- 

saure aus der Gruppe Asparagin, Asparaginsaure, Glutamin und 
Serin, Asparaginsaure wird zweckmaBig als Aspartat zugegeben. 
Cystein wird zweckma5ig in Konzentrationen von 10 bis 500mM, 
die weiteren Aminosauren in Konzentrationen von 1 bis 50 mM 
2 0 zugegeben. 

Es wurde weiter gefunden, da5 die Umsetzung von Dethiobiotin 
zu Biotin bei Verwendung einer gereinigten Biotinsynthase nur 
in Gegenwart von Flavodoxin und Ferredoxin (Flavodoxin) -NADP^- 

2 5 Reduktase erfolgt. Zweckmafiig werden daher zur Umsetzung, ins- 

besondere wenn die Biotinsynthase nicht in Form eines Zell- 
extrakts eingesetzt wird, Flavodoxin und Ferredoxin (Flavo- 
doxin) -NADP^-Reduktase zugesetzt. Flavodoxin und Ferredoxin 
(Flavodoxin) -NADP'*'-Reduktase (EC-Nr. 1.18.1.2) sind bekannte 

30 Proteine, die sich in bekannter Weise, beispielsweise durch 

Ammoniumsulf at-Fraktionierung und anschlieiiende lonenaus- 
tausch-Chromatographie und Gelf iltrationschromatographie , 
unabhangig von der Expression der Biotinsynthase aus Zellex- 
trakten von E. coli erhalten lassen. So konnten Flavodoxin und 

35 Ferredoxin (Flavodoxin) -NADP'*'-Reduktase beispielsweise sowohl 

aus E. coli XLl-Blue mit dem Plasmid pBO30A-15/9 (DSM 7246) , 
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der eine erhbhte Biotinsynthase-Expression aufweist^ als auch 
aus E. coli XLl-Blue mit dem Plasmid pB074^B (DSM 7245) , in 
dem das Biotinsynthase-Gen bioB deletiert ist (Fig. 7), iso- 
liert werden. Plasmid pB074^B wurde in E. coli XLl-Blue am 28, 
5 9. 1992 bei der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und 

Zellkulturen GmbH, D-3300 Braunschweig, Mascheroderweg lb, 
unter der Hinterlegungsnummer DSM 7245 hinterlegt. 

Es wurde auSerdem gefunden, daB fur die Umsetzung von Dethio- 

10 biotin 2u Biotin neben der Biotinsynthase weitere Proteine 

erforderlich sind, die iiblicherweise in einem Zellextrakt von 
E. coli enthalten sind. Diese Proteine sind in einer Protein- 
f raktion enthalten, die durch Ammoniumsulf at-Prazipitation bei 
45%-iger Sattigung mit Aromoniumsulf at aus Zellextrakten von 

15 E. coli erhaltlich ist. Wie die Isolierung einer solchen Pro- 

teinfraktion aus E. coli XLl-Blue mit dem Plasmid pB074AB 
(DSM 7245) zeigt, ist die Expression der Biotinsynthase fur 
die Anwesenheit und zur Gewinnung dieser Proteine nicht erfor- 
derlich, Der nach der Ammonium-Prazipitation erhaltene Nieder- 

20 schlag kann beispielsweise durch chromatographische Methoden 

wie lonenaustausch-Chromatographie und Gelf iltrationschromato- 
graphie weiter aufgereinigt werden. ZweckmaBig wird der Mi- 
schung zur Umsetzung von Dethiobiotin zu Biotin daher, ins- 
besondere wenn die Biotinsynthase nicht in Form eines Zel- 

25 lextrakts eingesetzt wird, eine wie oben beschrieben erhaltli- 

che Proteinf raktion zugesetzt. 

Die Umsetzung erfolgt in einem geeigneten Puf f ersystem, zweck- 
maiiig innerhalb der pH- und Temperaturbereiche, in denen die 
30 Enzyme physiologisch aktiv sind, vorzugsweise in einem pH- 

Bereich von 6 bis 9 und bei einer Temperatur zwischen 4 und 
50«c. 



35 



Die vorliegende Erfindung wird in den nachf olgenden Beispielen 
weiter erlautert. 
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Allqemeine Verf ahren : 

Restriktionsendonukleasen wurden init 3 bis 5 Units/^g DNA nach 
den Angaben der Hersteller eingesetzt. Markierung und Phospho- 
5 rylierung von DNA-Linkern (bezogen von Boehringer Mannheim, 

BRD) zum Einbau von Restriktionsschnittstellen, und von syn- 
thetischen Oligonukleotiden (bezogen von Microsynth , Windisch, 
CH) , beispielsweise zur Verwendung als Sonden fiir DNA/DNA- 
Hybridisierungen und als "Primer" fiir Sequenzierungsreaktio- 
10 nen, erfolgten mit T4-Polynukleotid-Kinase (Boehringer Mann- 

heim, BRD) nach Sambrook et al. (Molecular Cloning: A labora- 
tory manual, 2nd edition. Cold Spring Harbour Laboratory, Cold 
Spring Harbour, NY; 11.31 und 5.68; 1989) . Ligationsreaktionen 
erfolgten mit T4-DNA-Ligase nach den Angaben der Hersteller, 

15 

DNA-Sequenzierungen erfolgten nach der Kettenabbruchsmethode 
nach Sanger et al. (Proc. Natl. Acad, Sci. USA 94 : 5463-5467 : 
1977) . Alle Sequenzreaktionen wurden mit dem Sequenase-Kit von 
United States Biochemicals (Cleveland, OH, USA) nach dem Pro- 

20 tokoll des Herstellers durchgeflihrt . Sequenase (Version 2,0, 

eine gentechnisch veranderte T7-DNA-Polymerase) ergab gleich- 
maftige, gut lesbare DNA-Sequenzen iiber mehr als 600bp; Kom- 
pressionen in GC-reichen DNA-Bereichen konnten leicht aufge- 
lost werden, wenn anstatt dGTP das Nukleotid dITP verwendet 

25 wurde. Als Matrizen fiir die Sequenzreaktion wurden in der 

Regel die Einzelstrang-Formen der Vektoren M13mpl8/19 
(Yanisch-Perron et al., 1985, ibid.) oder pBluescript KS"*'/SK'*' 
(ap^ lacZ ' ; erhaltlich von Stratagene, La Jolla, CA) verwen- 
det, die nach Messing (Methods Enzymol. 101 : 20-79 ; 1983) iso- 

30 liert wurden. Zur Sequenzierung doppelstrangiger Plasmid-DNA 

wurde die Plasmid-DNA mittels CsCl^-Gradienten Oder "Gene 
Clean" (BIO 101, La Jolla, CA) gereingt. Als radioaktiv mar- 
kiertes Nukleotid wurde a['^^S]-dATP (NEN-Du Pont, NEG-034H) 
verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte entwe- 

35 der Uber.die iiblichen 4% bzw. 6% Bis/Acrylamid-Gele mit 7M 

Harnstoff und Ix TBE-Puffer (90 mM Tris, 90 mM Borsaure, 2,5 
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luM EDTA) , Oder aber uber Gele aus 5% HydroLink Long Ranger (AT 
Biochem, Malvern, PA, USA, via Chemie Brunschwig, Basel) mit 
7M Harnstoff und 1,2 x TBE-Puffer. Die Gele waren 550 mm lang 
und 0,2 mm dick; die Elektrophorese erfolgte in einer LKB 
5 Macrophor-Apparatur mit Thermostat bei einer Spannung von 

2100V und einer Temperatur von 60**C, Anschlieflend wurden die 
Gele auf Whatman 3 MM Papier getrocknet und mit Rontgenfilm 
Fuji RX Oder Amersham Hyperfilm /imax autoradiograf iert . 

10 Die Isolierung extrachromosomaler DNA erfolgte entweder in 

kleineren Mengen nach der "rapid alkaline SDS" ( "Miniprep" ) - 
Methode nach Birnboim und Doly (Nucl, Acid* Res. 2:1513-1523; 
1979) , Oder, zur Isolierung groBerer Mengen, durch Casiumchlo- 
rid-Dichtegradienten-Zentrif ugation nach einer modif izierten 

15 Methode nach Clewell und Helsinki (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 

42:1159-1166; 1969). Alternativ wurden QIAGEN-packs der Fa. 
DIAGEN, Diisseldorf (BRD) verwendet. 

Zur Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA wurden die 
20 Zellen nach Cohen et al. {Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69 : 2110- 

2114; 1972) in 50mM CaCl^ kompetent gemacht. Die Transforma- 
tion mit Plasmid-DNA und die Selektion plasmidtragender Klone 
erfolgte nach Sambrook et al. (1989; ibid. 1.82-1.84). 

25 

BEISPIEL 1 

Klonierung des E. coli Biotin-operons in einer einzigen Trans- 
3 0 kr iptionseinheit 

1 . 1 Konstruktion von pBOl und M13bioD 

Zur Klonierung der bio -Gene wurde die chromosomale DNA 
von E. coli DSM 498 (K12 "Wildtyp"; Deutsche Sammlung fiir Mi- 
3 5 kroorganismen und Zellkulturen GmbH) isoliert. Die Isolierung 

erfolgte im wesentlichen nach Hahn und Hennecke (Mol. Gen. 
Genet. 193 : 46-52 ; 1984). Anschlieftend wurden 2 /xg Gesamt-DNA 
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von E. coli DSM 498 mit dem Restriktionsenzym Pst I geschnit- 
ten. Die DNA-Fragmente wurden in einem horizontalen 0,7% Aga- 
rosegel in ublicher Weise (Sambrook et al., 1989, ibid.; 6.19 
bis 6.9) elektrophoretisch aufgetrennt und auf "Gene Screen" 
5 Membranen (Ny lonmeinbranen von NEN-Du Pont) transferiert (Sout- 

hern, J. Mol. Biol., 21^503-517; 1975). Die DNA wurde durch 
zweistiindige Inkubation bei 80**C im Vakuumofen auf den ge- 
trockneten Filtern fixiert. Zur Identif izierung von DNA-Frag- 
menten mit dem bio-Operon wurde ein 25 Nukleotide langes syn- 

10 thetisches Oligonukleotid der Sequenz 5 • -GGCTCACCGCCCACGCTGGA- 

CATTG-3 * , entsprechend einer Sequenz aus dem 5*-Ende des bioB - 
Gens (Otsuka, A. J., Dissertation, University of California, 
San Diego, CA. ; 1978) als Sonde mit der f iltergebundenen DNA 
hybridisiert . Hierzu wurden zunachst 40 pMol dieses Oligonu- 

15 kleotids mit T4-Polynukleotid-Kinase und ^-(''^PJ-ATP (75^Ci) 

endroarkiert. Die Hybridisierung der f iltergebundenen DNA mit 
der radioaktiv markierten Sonde erfolgte nach Sambrook et al. , 
(1989, ibid., 9.52-9.55). Hierzu wurde die DNA zunachst 2 h 
in 5x Denhardt-Losung (Ix Denhardt-Losung: 0,02% Rinderserum- 

20 albumin, 0,02% Ficoll, 0,01% Polyvinylpyrrolidin) , 6x SSC- 

Puffer (IX SSC: 150 mM NaCl, 15 mM Natriumcitrat , pH 7,2) und 
150 ^q/ml Lachssperm-DNA prahybridisiert , anschliefiend 18 h 
in 2x Denhardt-Lbsung, 6 x SSC, 0,5% SDS, 150 Mg/ml Lachs- 
sperm-DNA hybridisiert und 2 h gewaschen und schlieJilich vier- 

25 mal je 30 min lang in 2x SSC, 0,1% SDS gewaschen. Die Tempera- 

tur betrug bei alien Schritten 65*C. Das markierte Oligonu- 
kleotid hybridisierte auf diesem "Southern blot" mit einem 5,4 
kb langen PstI -Fragment . 

30 Zur Klonierung dieses 5,4 kb-Pstl-Fragments mit dem Biotin- 

Operon wurden zunachst 50 ^g der Gesamt-DNA von E. coli DSM 
498 mit Pst I geschnitten und auf einem 0,7% Agarosegel wie 
oben aufgetrennt, Fragmente mit einer Gro/ie von 4 , 5 kb bis 6,5 
kb wurden aus dem Gel ausgeschnitten und durch Elektrodiaiyse 

35 in Dialyseschlauchen isoliert. Ungefahr 0,6 dieser Fragmen- 

te wurden mit 0,6 Mg des mit Pst I geschnittenen Vektors pHE3 
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(Hennecke et al., Gene 19:231-234; 1982) ligiert. Dieser Vek- 
tor enthalt das Gen fiir die Chloramphenicol-Resistenz (Cm*^) , 
das ColEl Replikon aus pACYC184 (Chang und Cohen, J. Bacte- 
riol., 134 : 1141-1156 ; 1978) sowie das E. coli Gen pheS ftir 
5 Phenylalanin-tRNA-Synthetase, das eine Pst l-Stelle aufweist. 

0,2 ml koiupetente Zellen von E. coli RR28 (Hennecke et al,, 
1982, ibid.) in 50 mM CaCl^ warden mit diesem Ligationsansatz 
transf ormiert . E. coli RR28 hat im Chromosom ein mutiertes 

10 pheS -Gen ( pheS 12) und ist deshalb resistent gegen p-Fluorphe- 

nylalanin (pFphe) im Wachstumsmediuni . Wenn RR28 das Plasmid 
pHE3 mit dem pheS Wildtyp-Gen tragt, ist der Stamm dagegen 
sensitiv gegen pFphe. Die Insertion von DNA-Fragmenten in die 
Pst l-Schnittstelle von pHE3 unterbricht das pheS Wildtyp-Gen; 

15 RR2B mit einem rekombinierten Plasmid ist daher pFphe-resi- 
stent (pFphe^) , Transf ormierte Zellen warden auf pFphe-Mini- 
malmedium (7,1 g/1 Na^HPO^, 13,6 g/1 KH^PO^, 0,014 g/1 
CaCl2X2H20, 0,25 g/1 MgSO^ , 1,58 g/1 (NH^j^SO^, 15 g/1 Agar, 
4 g/1 Glucose, 0,005 g/1 Thiamin, 0,05 g/1 Leucin, 0,05 g/1 

20 Proiin, 0,2 g/1 D, L-p-Fluorphenylalanin, 0,02 g/1 Chloramphe- 

nicol; Hennecke et al., 1982, ibid.) plattiert und ca. 2500 
Cm^ pFphe^ Klone warden isoliert, die das Plasmid pHE3 (Cm^) 
mit einem Insert im pheS -Gen (pFphe^) enthielten. 600 dieser 
Klone warden auf Nitrocellulose-Filter iiberstempelt , die auf 

25 Nutrient Agar (NA) -Flatten (NA: Blood Agar Base (Oxoid) , 40 

g/1; Hefeextrakt (Oxoid), 5 g/1) mit 20 /xg/ml Cm lagen. Filter 
mit angewachsenen Kolonien (3-5 mm Durchmesser) warden nach 
Grunstein und Hogness (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72 : 3961- 
3965; 1975) behandelt, urn die Zellen zu lysieren und die frei- 

30 gesetzte DNA zu binden. Filtex mit den lysierten und fixierten 

E. coli -Zellen wurden mit dem oben beschriebenen 25 Nukleotide 

32 

langen und mit P markierten bioB -Gligonukleotid hybridi- 
siert. Die Hybridiserung erfolgte gemaB den Modif ikationen fiir 
die Koloniehybridisierung nach Sambrook et al. (1989, ibid., 
35 11.00) , d.*h. die Prahybridisierung , die Hybridisierung und der 

erste Waschvorgang erfolgten in 4x Denhardt-Losung, 6x SSC, 
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100 /ug/ml Lachssperm-DNA, gefolgt von 6x Waschen in 2x SSC. 
Die Temperatur betrug 65 "C. 3 Klone banden das bioB -Oligonu- 
kleotid; aus einem dieser Klone wurde das Plasmid pBOl mit dem 
5,4 kb langen Est I -Fragment (Fig. 2) isoliert. Restriktions- 
5 analysen and ein Vergleich mit publizierten Daten (Szybalski 

und Szybalski, Gene 19:93-103; 1982) zeigten, da/3 pBOl alle 
Gene des Biotin-Operons enthielt mit Ausnahme von bioD . 

Zur Klonierung des bioD-Gens wurde eine Sonde mit Teilen der 
10 Gene bioC und bioD verwendet, bestehend aus einem 520 bp lan- 

gen Sph I / Pst l-Fraament aus pBOl. Dieses Fragment wurde aus 
einem Agarosegel isoliert und 0,2 ^9 cles isolierten Fragments 
wurden mittels "Nick-Translation" mit DNA-Polymerase I (Boeh- 
ringer Mannheim, BRD; Holoenzym aus E. coli; diese sog. "Korn- 
15 berg-Polyraerase" wurde zusammen mit DNase I verwendet) und 25 

^Ci a-['^^P]-dATP (NEN-Du Pont, NEG-012H) radioaktiv markiert 
(Sambrook et al., 1989, ibid. 10.8) . Die Hybridisierung dieser 
Sonde mit durch Ssp l erzeugten Restriktionsf ragmenten des E. 
coli DSM 4 9 8-Chromosoms auf einem "Southern blot" wie oben 
20 beschrieben zeigte einerseits das aus pBOl bekannte 1,6 kb- 

Ssp l "Fragment mit bioF und bioC und andererseits ein 1,1 kb- 
Ssp l-Fraament mit bioD und Seguenzen des benachbarten Gens 
uvrB (Sancar et al., Cell, 28; 523-520; 1982). 

25 Zur Klonierung des 1,1 kb- Ssp I -Fragments wurde wiederum eine 

partielle Genbank angelegt. Hierzu wurden 3 0 ^g DNA von E. 
coli DSM 498 mit Ssp l geschnitten und auf einem 0,7% Agarose- 
gel aufgetrennt. Fragmente der Gro/ie von 0,9 kb bis 1,3 kb 
wurden ausgeschnitten und durch Elektrodialyse isoliert. 0,5 

30 /Ltg dieser Fragmente wurden mit 0,5 des mit Sma l geschnit- 

tenen Phagenvektors M13mpl9 ( Yanisch-Perron et al., 1985, 
ibid.) ligiert. Mit diesem Ligationsansatz erfolgte eine 
Transfektion von E, coli JM109 (Yanisch-Perron et al., 1985, 
ibid) nach Messing (Methods Enzymol., 101 : 20-79 : 1983). 150 

35 Phagenklone mit Insert (Phanotyp LacZ 'l wurden isoliert und in 

NYB-Medium vermehrt. Nach Abzentr if ugieren der E. coli -Zellen 
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wurden die Phagen in je 50 /ul der Uberstande mit einer Schlei- 
cher & Schiill "minifold I" Apparatur als "dot blot" auf einen 
Nitrocellulose-Filter (Schleicher & Schiill BA 85) aufgetragen. 
Zur Denaturierung der Phagen wurden die Filter 5 min mit 0,1 
5 M NaOH/1,5 M NaCl-Puffer behandelt und anschlieftend mit 0,5 

M Tris-HCl, pH 7,5/2,5 M NaCl (5 min) neutralisiert . Die DNA 
wurde durch Inkubation (2 h) be^ 80*C auf dem Filter fixiert. 
Der Filter wurde wie beschrieben (Sambrook et al., 1989, 
ibid., 9,52-9.55) mit dem radioaktiv markierten 520 bp langen 
10 Sphl/Pstl-Fragment bei 60 *C hybr idisiert . Auf diese Weise 

wurde der Phagenklon M13bioD mit dem oben beschr iebenen 1,1 
kb-SspI -Fragment , das das bioD-Gen enthalt, identif iziert 
(Fig. 2) . 

15 1.2 tcpn^trMHtion V9n pbo? 

Jewells 0,5 /xg des Plasmids pBOl und 0,5 /xg des Phagen 
M13 bioD wurden mit den Restriktionsenzymen Sno l und Hindlll 
geschnitten und in einem Ansatz religiert. Nach Transformation 
von E. coli RR28 mit diesem Ansatz wurden rekombinierte Plas- 

20 mide durch Restriktionsanalyse untersucht. Ein Plasmid, pB02 

(Fig. 2), wurde ausgewahlt, in dem ein ca. 1,5 kb langes 
Sno l / Hin dlll -Fragment von pBOl, das einen Teil des bioD-Gens 
und nicht-essentielle Seguenzen des Vektors pHE3 enthalt, 
durch ein 0,95 kb langes Sno l/ Hin dlll-Fraament aus M13bioD 

25 ersetzt ist. Eine Analyse zeigte, da/i das Plasmid pB02 das 

komplette bio -Qperon, wie es in E. coli vorliegt, zusammen mit 
Sequenzen des uvrB -Promotors (Sancar et al., Cell 28 : 523-530 : 
1982) stromabwarts von bioD enthielt. 

30 1.3 Konstruktion von pB03 und pB06 

Es wurde beobachtet, da6 E. coli RR28 mit pB02 auf NA- 
Platten schlechter wachst als mit pBOl und deutlich kleinere 
Kolonien bildet. Die Ursache hierfur konnten die uvrB Sequen- 
zen in pB02 sein. Zur Deletion dieser uvrB Sequenzen wurden 

35 20 /ig pB02-DNA mit Hin dlll geschnitten und in 150 ^1 Bal31- 

Puffer (600 mM NaCl, 12,5 mM MgCl^, 12,5 mM CaCl^ , 1 mM EDTA, 
2 0 mM Tris-HCl, pH 1,2) aufgenommen. Dann wurde zur schritt- 
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weisen Verklirzung der linearen Plasmide Bal 3l (aus Alteromonas 
espeiiani . Boehringer Mannheim, BRD) zugegeben. Nach 3, 6, 9, 
12 und 15 min Inkubation bei 30°C wurden Aliquots von je 30 
/Ltl entnommen und die Bal 31-Reaktion durch Zugabe von je 2 ^1 
5 0,5 M EGTA (Ethylenglykol-bis- ( 2-aminoethyl) -tetraessigsaure) , 

pH 7,5, und anschliefiende Phenolextraktion gestoppt. Dann wur- 
den die Aliquots in 40 ^1 Mung Bean Nuclease-Puf f er (30 mM 
Natriumacetat, 50 mM NaCl, 1 mM ZnCl^, 5% Glycerin, pH 4,6) 
aufgenommen und zur Entfernung ungepaarter Einzelstrangenden 
10 und Erzeugung unspezif ischer stumpfer Enden 10 min bei 37 °c 

mit Mung Bean Nuclease (Boehringer Mannheim, BRD) behandelt. 

Bei der Behandlung mit Bal 31 werden nicht nur die uvrB-Sequen- 
zen, sondern auch essentielle Sequenzen des Vektors pHE3 ent- 

15 fernt. Daher wurden die verkiirzten pB02-Plasmide nach der 

Behandlung mit Mung Bean Nuclease mit EsoRI geschnitten, urn 
den Teil der Vektor-DNA von pHE3 zu entfernen, der durch Bal31 
verkiirzt war. Die ursprUngliche Vektorsequenz wurde dann rege- 
neriert, indem die behandelten pB02-Plasmid mit einem 1,5 kb- 

20 DNA-Fragment ligiert wurden, das nach Restriktion rait BamHI , 

Behandlung mit Mung Bean Nuclease und einer weiteren Restrik- 
tion mit EcoRI aus pB02 isoliert wurde und das die zuvor dele- 
tierten essentiellen Vektorsequenzen von pHE3 besitzt. Da 
durch diese Ligation die Cm-Resistenz des Vektors vollstandig 

25 regeneriert wird, konnen intakte Plasmide Uber ihre Eigen- 

schaft, Resistenz gegen Cm zu vermitteln, erkannt werden. 

E. coli RR28 wurde mit den LigationsansStzen transf ormiert 
und auf NA-Platten mit 20 /ig/i^l Cm plattiert. Man beobachtete 
30 kleine, langsam wachsende Kolonien, wie sie fur pB02 typisch 

sind, und groBe, normal wachsende Kolonien. Die Anzahl der 
groBen Kolonien pro pB02-Aliquot nahm mit der Dauer der Bai31- 
Inkubation zu. 

35 Aus 22 normal wachsenden Kolonien wurde Plasmid-DNA isoliert 

und durch Restriktions- und Sequenzanalyse untersucht. Auf 
diese Weise wurden die Plasmide pB03 und pB06 erhalten, in 
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denen ca 330 bp bzw. 410 bp der uvrB Region deletiert waren, 
die aber das bioD -Gen noch vollstandig besaiien. 

1 • 4 Klonierunq der bio-Gene in einer Transkript ionseinheit 
5 1.4 .l. Konstruktion von pB022: tac Promoter vor bioB 

Zum Einbau eines geeigneten Promoters vor das Gen bioB 
muB der unerwUnschte Wildtyp-Promotor vor den Genen bioBFCD 
entfernt warden. Dies kann durch Schneiden mit Ncol erfolgen, 
wodurch gleichzeitig das Startkodon des bioB-Gens freigelegt 
10 wird. Im vorliegenden Fall wurde als Promotor der tac-Promotor 

(Russell und Bennett, 1982, ibid.) gewahlt, da er als konsti- 
tutiver oder induzierbarer Promotor eingesetzt werden kann und 
nicht nur in £. coli « sondern auch in vielen anderen Graro- 
negativen Bakterien sehr gute Aktivitat hat. 

15 

Ein DNA-Fragment mit dem tac -Promotor mit Hin dlll- und BamHI- 
Enden wurde von Pharmacia-LKB (Uppsala, Schweden) bezogen und 
in das mit iiindlll und BamHI-geschnittene Plasmid pUClS (Ya- 
nisch-Perron et al., 1985, ibid) eingebaut. Es resultierte das 

20 Plasmid pUC18/tac (Fig. 2). 8 Mg dieses Plasmids wurden dann 

mit BamHI geschnitten und zum Auffiillen der rezessiven 3'- 
Enden mit Klenow-Polymerase (DNA-Polymerase I aus E. coli : 
Boehringer Mannheim BRD) in Klenow-Polymerase-Puf f er (20 mM 
Tris-HCl, pH 7,5, 10 mM MgCl^, 6 mM /i-Mercaptoethanol) unter 

25 Zusatz von je 100 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP inkubiert. 

AnschlieBend erfolgte eine zweite Restriktion mit Aat ll . Auf 
diese Weise konnte ein 0,55 kb langes DNA-Fragment mit dem 
tac -Promotor isoliert werden, 

30 Ein 3,2 kb-Fragment mit den Genen bioB . bioF . bioC und dem 5*- 

Ende des bioD -Gens wurde aus pBOl isoliert. Dazu wurden 8 Mg 
pBOl mit Nco l geschnitten und anschliefiend zum Auffullen der 
rezessiven 3 * -Enden wie oben rait Klenow-Polymerase behandelt. 
AnschlieBend erfolgte eine zweite Restriktion mit PstI, ge- 

35 folgt von der Isolierung des gewiinschten 3,2 kb-Fragments . 
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Schlielilich warden 4 Aig des Vektors pHE3 mit Pst I und Aat ll 
geschnitten und das P15A-Replikon aus pHE3 (Hennecke et al., 
1982, ibid.) isoliert. 

5 Diese drei Fragmente warden zur Ligation der Uberstehenden und 

glatten Enden in einem Ansatz in aquixnolaren Mengen mit T4- 
DNA-Ligase (Boehringer Mannheim, BRD) behandelt, wobei jeweils 
die uberstehenden Enden von Pst I mit Pst I und von Aat ll mit 
Aat ll und die nach der Behandlung mit Klenow-Polymerase glat- 

10 ten Ende von Bam HI und Ncol miteinander ligiert wurden. Bei 

der Ligation des mittels Klenow-Polymerase aufgefiillten Bam HI- 
Endes mit dem ebenso behandelten Ncol-Ende warden die jasiQHI- 
und lifioI-Schnittstellen regeneriert. E. coli RR28 wurde mit 
diesem Ligationsansatz transf ormiert und auf Cm^ selektio- 

15 niert. Die Plasmid-DNA von Transf ormanden mit Cra^ wurde durch 

Restriktionsanalyse untersucht, Auf diese Weise wurde das 
Plasmid pB021 (Fig. 2) erhalten, in dem sich der tac-Promotor 
vor dem bioB-Gen befindet. Durch Deletion eines 1 , 5 kb langen 
Hindlll-Fragments aus pB021, das nicht-essentielle Sequenzen 

2 0 aus den Plasmidvektoren pHE3 und pUClS aufweist, wurde 

schlie31ich pB022 erhalten (Fig. 2). 

1.4.2. Konstruktion von pB027 und pB028 

5 Mg pB022 warden mit Pst I geschnitten und das uberhan- 
25 gende Pst l*£nde durch Behandlung mit Mung Bean Nuclease zu 

einem glatten Ende verkurzt. Dann wurde mit Sno l geschnitten 
und das resultierende 6,8 kb lange DNA-Fragment isoliert. Ein 
0,7 6 kb-DNA-Fragment mit dem 3 •-Ende des feisD-Gens wurde aus 
5 |ig pB03 nach Restriktion mit Clal , AuffQllen der UberhSngen- 

3 0 den Clal-Enden mittels Klenow-Polymerase und Restriktion mit 

Sno l isoliert. Die beiden DNA-Fragmente wurden mittels T4- 
DNA-Ligase ligiert und dann wurde E. coli mit dem Ligations- 
ansatz transf ormiert . Nach Selektion auf Chloramphenicol wurde 
aus den Transf ormanden mit Cm^ nach Restriktionsanalyse das 
35 Plasmid pB027 erhalten. Dieses Plasmid enthalt den tac-Promo- 
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tor zusammen mit den Genen bioB . bioF . bioC und dem vollstan- 
digen bioD-Gen in einer Transkriptionseinheit (Fig. 2). 

Zur Deletion der BamHI Schnittstelle in pB027 warden 5 /xg 
5 pB027 mit Bam HI geschnitten, mit Klenow-Polymerase und dem 

Nukleotid dGTP wie oben beschrieben inkubiert und dann mit 
Mung Bean Nuclease behandelt. Nach Religation dieser DNA mit 
T4-DNA-Ligase und Transformation von £. coli DH5 (Hanahan, J, 
Mol. Biol. 166 : 557-580; 1983) wurde Plasmid pB028 erhalten, 
10 in dem die Bam HI Schnittstelle deletiert ist, wahrend die Nco l 

Schnittstelle erhalten geblieben ist (Fig. 2) . 

1,4,3, Konstruktion von M13biol8 und M13biol8/13 

Zur Entfernung des unerwunschten Wildtyp-Promotors vor 

15 dem bioA -Gen wurde zunachst durch Restriktion von 5 pB03 

mit Bql ll und Kon l ein 4,4 kb-Fragment mit den Genen bioB , 
bioF, bioA und ORFI isoliert, 0,5 ^g dieses Fragments wurden 
mit 0,5 Mg mit Bam HI und Kpn l geschnittenen Phagenvektors 
M13ropl8 (Yanisch-Perron et al., 1985, ibid.) ligiert. Nach 

20 Transformation von E* coli JM109 ( Yanisch-Perron et al., 1985, 

ibid.) mit diesem Ligationsansatz wurden rekombinierte Pha- 
genklone, die ein Insert besalien, nach Messing (1983, ibid.) 
identif iziert; doppelstrangige Phagen-DNA aus solchen Klonen 
wurde isoliert und mittels Restriktionsanalyse untersucht. 

25 Auf diese Weise wurde der Phage M13 bio l8 mit dem gewiinschten 

4,4 kb-Fragment erhalten (Fig- 2). 

25 /xg doppelstrangiger DNA des Phagen M13 bio l8 wurden durch 
Restriktion mit Nco l linearisiert , in 160/il Bal3l-Puffer auf- 

3 0 genommen, und anschliefiend wurde Bal 3 1 zur Entfernung des 

bioA-Promotors zugegeben, Nach 20, 40, 60, 80, 100 und 120 
Sekunden Inkubation bei Raumtemperatur wurden Aliquots von 
je 25^1 entnommen und die Bal 31-Reaktion durch Zugabe von 2^1 
0,5 M EGTA, pH 7,5, und Phenolextraktion gestoppt. Je 3 Ali- 

3 5 quots wurden vereinigt und mit Xba l geschnitten, urn die Gene 

bioB und bioF zu entfernen. Anschlieiiend wurde die DNA mit 
Klenow-Polymerase wie oben behandelt, um iiberstehende 5'-Enden 
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zu glatten Enden aufzufullen. Die so behandelte DNA wurde 
religiert und E. coli JM109 wurde mit der ligierten DNA trans- 
formiert. Von 24 PhagenXlonen wurde einzelstrangige DNA iso- 
liert (Messing, 1983, ibid.) und die DNA-Sequenz am 5 * -Ende 
5 des bioA Gens wurde nach Sanger et al. (1977; ibid.) analy- 

siert. Auf diese Weise wurde der Phagenklon M13biol8/13 erhal- 
ten, in dem der Wildtyp-Promotor vor dem bioA -Gen deletiert 
ist und der gleichzeitig eine Sall-Schnittstelle 26bp strom- 
aufwarts des bioA -Gens aufweist (Fig. 2). 

10 

1,4,4. Konstruktion von M13 bioDA 

Zur Anordnung der Gene bioD und bioA in einer Transkrip- 
tionseinheit wurden 5^9 des Plasmids pB06 (Fig. 2) mit Sph I 
und Sai l geschnitten. Das resultierende 0,97 kb lange DNA- 

15 Fragment, das das Gen bioD und 72bp der DNA stromabwarts des 

bioD-Gens bis zum Sal l-Ende enthSlt, wurde isoliert. Ebenfalls 
mit Sph I und sai l geschnitten wurden 2 Mg von M13biol8/13, Die 
DNA-Fragmente wurden mit T4-DNA-Ligase ligiert und E, coli 
JM109 wurde transf ormiert . Aus 24 rekombinierten Klonen wurde 

20 doppelstrangige Phagen-DNA isoliert und mittels Restriktions- 

analyse charakterisiert . Auf diese Weise wurde der Klon 
M13 bioDA erhalten, in dem die Gene bioD und bioA 98bp vonein- 
ander entfernt sind (Fig. 2). 

2 5 1.4.5. Konstruktion von pB03 0 

Zur Konstruktion einer Transkriptionseinheit mit dem tac- 
Promotor vor den bio -Genen wurden S^g DNA von M13 bioDA mit 
Eco RI geschnitten, zum Auffiillen Uberhangender EcoRI-Enden 
wie oben mit Klenow-Polymerase behandelt und dann mit Snol 
30 geschnitten. Das resultierende 2,6 kb lange DNA-Fragment mit 

den Genen bioD , bioA und ORFI wurde isoliert. 5 ^q des Plas- 
mids pB028 (Fig. 2) wurden mit Sai l geschnitten, zur Abspal- 
tung uberhangender Sal l-Enden mit Mung Bean Nuclease behan- 
delt und dann ebenfalls mit Sno l geschnitten. Ein 6,7 kb lan- 

3 5 ges DNA-Fragment mit Vektor-DNA, tac -Promotor und den Genen 

bioBFC wurde isoliert. 
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Die isolierten DNA-Fragmente wurden mit T4-DNA-Ligase ligiert 
und der Biot in-auxotrophe Stamm E. coli SA291 (Cleary und 
Campbell, J, Bacteriol. 112 : 830-839 ; 1972) VAirde mit diesem 
Ligationsansatz transf ormiert . Durch Ausplattieren auf NA- 
5 Flatten mit 20Mg/nil Cm und S^q/ml Avidin wurden Klone mit 

einem kompletten Biotin-Operon im Plasmid selektioniert . Plas- 
mide aus solchen Klonen wurden mittels Restriktionsanalyse 
iiberpriift, Auf diese Weise wurde Plasmid pBO30 erhalten, das 
die Gene bioB . bioF , bioC . bioD und bioA und das Gen ORFI 
10 zusammen mit dem tac-Promotor in einer Transkriptionseinheit 

enthalt (Fig. 2) . 

1 . 5 Konstruktion von Plasmiden mit verbesserter Expression 
der bio-Gene 

15 1.5.1. Konstruktion von pBO30A-9 und pBO30A-15 

In Minizellen von E. coli DS410 (Dougan und Sheratt, Mol. 
Gen. Genet. 151 : 151-160 ; 1977) mit dem Plasmid pB03G war die 
von dem bioA-Gen kodierte DAPA-Aminotransf erase wesentlich 
schwacher exprimiert als die anderen Enzyme ftir die Biotin- 

20 Synthese. In einem Versuch, die Expression des bioA *Gens zu 

verbessern, wurde der Abstand zwischen dem bioD *Gen und dem 
bioA -Gen mit Exonuklease Bal 31 verkiirzt, urn mdgliche storende 
Sequenzen wie "stem-loop"-Strukturen zu entfernen. Dazu wurden 
25ug pB030 mit Sai l geschnitten und dann wie oben beschrieben 

2 5 rait Exonuklease Bal 31 und mit Klenow-Polymerase behandelt. 

Durch Ligation mit einem synthetischen Oligonukleotid der Se- 
quenz 5 ' -CGTCGACG-3 • , einem Sal l-Linker , wurde die Sai l* 
Schnittstelle regeneriert. Dann wurde die DNA mit Sai l und 
Snol geschnitten und die am 3'-Ende verkiirzten bioD-Fragmente 
30 mit einer Lange von etwa 640 bp isoliert. Diese Fragmente 

wurden mit einem 8,25 kb grofien Fragment aus pBO30 ligiert, 
das nach Schneiden dieses Plasmids mit Sai l und Sno l isoliert 
werden konnte und das unveranderte bioA -Gen enthMlt. 

3 5 Der Biotin-auxotrophe Stamm E. coli SA291 wurde mit obigem 

Ligationsansatz transf ormiert , um dann auf NA-Platten mit 
60Aig/ml Cm und bf^g/jnl Avidin Klone mit einem intakten bioD - 
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Gen zu selektionieren . Man erhielt 26 solcher Klone, die durch 
Restriktionsanalyse untersucht wurden. 8 dieser Klone itiit 
of f ensichtlicher Verkiirzung der Region stromaufwarts von der 
Sall-Stelle wurden durch DNA-Sequenzanalyse genauer charak- 
5 terisiert. In funf dieser Klone waren wie gewunscht etwa 2 0 

bis 4 5 bp der DNA zwischen dem bioD - und dem bioA-Gen dele- 
tiert. In E. coli -Minizellen bewirkten diese Klone tatsachlich 
eine gegeniiber pBO30 um den Faktor 2 erhohte Expression des 
bioA -Gens- Bin Beispiel fiir ein Plasmid mit derart verbesser- 
10 ter Expression ist das auf diese Weise erhaltene Plasmid 

PBO30A-9 (Fig. 3) . 

Uberraschend wurden drei weitere Plasmide isoliert, in denen 
7 0 bis 90 bp der DNA zwischen dem bioD-Gen und dem fei^-Gen 

15 deletiert waren- Die Deletionen reichten also bis in das bioD- 

Strukturgen. Daraus resultierte (i) ein jeweils unterschiedli- 
cher COOH-Terminus der DTB-Synthetase ohne gro5e Veranderung 
der Enzymaktivitat und (ii) eine Uberlappung der veranderten 
bioD -Gene mit dem bioA *Leseraster . Auf diese Weise wurde bei- 

20 spielsweise Plasmid pBO30A-15 mit der bioD-Gen-Mutante bioD lS 

erhalten (Fig. 3, 5 und 6). In E. coli -Minizellen mit pB03- 
OA-15 ist die bioA -Expression im Vergleich zu pBO30 um den 
Faktor 4 erhoht. 

25 Die DNA-Sequenzen der bioDA-Region und die daraus abgeleiteten 

Aminosauresequenzen der Plasmide pB030, pBO30A-9 und pB030A- 
15 sind in Fig. 3 dargestellt (Seq ID No 9-16). 

1.5,2 Konstruktion von Plasmiden mit verbesserter Riboso- 

30 menbindungsstelle vor dem bioB -Gen 

Zur Verbesserung der Translation des bioB -Gens . dessen 
Expression in pBO30 deutlich schwacher ist als beispielsweise 
die des bioD -Gens , wurde die Sequenz stromaufwarts des bioB - 
Gens in pB03 0, die den tac -Promotor und eine Ribosomenbin- 
35 dungsstelle umfaBt, die in dem klonierten tac-Promotor-Frag- 

ment enthalten ist, modifiziert, Hierzu wurden synthetische , 
sogenannte gemischte oder "mixed" Oligonukleotide mit varia- 
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blen Sequenzen vor das Gen bloB gesetzt. Zur einfachen Auswahl 
giinstiger Ribosomenbindungsstellen wurde ein Testplasmid mit 
einer translationellen bioB : : lacZ Genfusion, p bioB : : lac2 -2 . 
verwendet. p bioB : : lacZ -2 ist im Vektorteil, im tac -Promotor 
5 mit der Ribosomenbindungsstelle and im 5 * -Ende des Gens bioB 

identisch mit dem Plasmid pB022 (Fig. 2) . An einer Nrul- 
Schnittstelle nach Nukleotid 326 des bioB -Strukturgens wurden 
aber das 3'-Ende des bioB ^Gens und die restlichen bio -Gene 
deletiert und das lacZ -Gen von E. coli (Casadaban et al., 
10 Methods Enzymol. 100 : 293-308 ; 1983) so eingebaut, daB bioB und 

lacZ im korrekten Leseraster zur Expression eines bioB : : lacZ 
Fusionsproteins fusioniert waren, und da6 die Nru l-Schnitt- 
stelle regeneriert wurde, 

15 In das Plasmid pbioB: : lacZ -2 wurde in mehreren Schritten das 

Oligonukleotid 985E mit der Sequenz 5 ' -CATGGAATCCTCCACTGATCAG- 
TAC-3 * vor das bioB *Gen eingefiigt (Fig 4). Hierzu wurde 
P bioB : ; lac2 -2 zunachst mit Bam HI gespalten und dann die iiber- 
hangenden BamHI-Enden wie beschrieben mit Klenow-Polymerase 

20 aufgefiillt- Bei diesen Schritten wurde of f ensichtlich ein 

Guanin-Rest (G) unspezifisch deletiert, was den Verlust einer 
Bam HI -Schnittstelle in den spateren Plasmiden zur Folge hatte. 
Nach Einfiigen eines Kpn I-Linkers wurde E. coli XLl-Blue (Bul- 
lock et al. , Biotechniques ^: 376-379; 1987) mit dem Ligations- 

25 ansatz transf ormiert und das Plasmid p bioB : : lacZ /Kpnl iso- 

liert. Dieses Plasmid wurde mit Ncol partiell geschnitten und 
dann mit Kpn l nachgeschnitten. Nach Ligation mit dem oligonu- 
kleotid 985E wurde der zweite DNA-Strang mit Klenow-Polymerase 
aufgefiillt. Nach Transformation von E. coli XLl-Blue und 

30 Selektion auf NA-Platten mit 20Mg/ml Cm, 30Mg/nil X-Gal und 0,5 

mM IPTG (Isopropylthiogalactosid) konnte das Plasmid 
p bioB : : lacZ /985E isoliert werden (Fig. 4). Plasmid 
P bioB : : lacZ /985E wurde weiter variiert, indem die Ribosomen- 
bindungsstelle durch Restriktion mit Kpn l und Spe l ausge- 

35 schnitten und durch drei verschiedene gemischte Oligonukleoti- 

de, SD17 , SD19 und SD21, ersetzt wurde (Fig. 4). Nach Liga- 
tion mit diesen Oligonukleotiden wurde durch Inkubation mit 



wo 94/08023 



PCr/EP93/02688 



28 

Klenow-Polyuierase die LiicKe im zweiten DNA-Strang geschlossen. 
Bakterienzellen von E, coli XLl-Blue wurden mit dieser DNA 
transformiert und wie oben auf NA-Platten mit 20Mg/inl Cm, 
BO^g/ml X-Gal und 0,5 mM IPTG plattiert. 20 Klone rait guter 
5 Expression des bioB : : lacZ -Fusionsproteins , die auf diesem 

Medium dunkelblaue Kolonien bildeten, wurden ausgewahlt und 
die ft-GalaktosidasG-Aktivitat dieser Klone wurde mit einem 
Enzym-Assay nach Miller (Experiments in Molecular Genetics, 
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., S. 
10 352-355; 1972) gemessen. Hierzu wurden zuvor die E. coli -Stam- 
me mit bio: : lacZ -Plasmiden in Flussigkultur bis zu einer Opti- 
schen Dichte bei 600 nm (OD^qq) von ca. 0,5 angezogen. 

Die hbchste 6-Galaktosidase-Aktivitat zeigten die Plasmide 
15 pbioB: : lacZ/985E, p bioB : : lacZ /16 und p bioB : : lacZ /9 (Fig. 4), 

bei denen die B-Galaktosidase-Aktivitat im Vergleich zu 
p bioB : : lacZ -2 um den Faktor 2,1, 3,4 bzw. 5,9 gesteigert war. 
Die DNA-Sequenz der optimierten Ribosomenbindungsstellen fur 
das bioB-Gen in diesen Plasmiden wurde nach Sanger et al. 
20 (1977, ibid.) bestimmt. 

Zum Einbau der optimierten Ribosomenbindungsstellen in eine 
Transkriptionseinheit mit den bio -Genen wurden jeweils 5/ig 
der Plasmide p bioB : : lacZ /985£. p bioB : : lacZ /16 oder 

25 P bioB : : lacZ /9 mit Cla l und Nru l geschnitten und ein ca . 550bp 

langes DNA-Fragment mit dem tac-Pr omotor , der jewel ligen Ribo- 
somenbindungsstelle und dem 5 ' -Ende des bioB-Gens isoliert. 
Gleichzeitig wurden 5^9 des Plasmids pBO30A A (Fig. 5) mit 
Cla l und Nrul geschnitten und ein 7,7 kb langes DNA-Fragment 

30 isoliert. In pBO30A A, das sich von pB030 ableitet, ist ein 

Sai l / Bam HI-Fracrment mit dem GroBteil des bioA-Gens und einer 
storenden Nru l-Schnittstelle deletiert (Fig. 5) - Die beiden 
Fragmente wurden ligiert und Klone mit rekombinierten Plasmi- 
den wurden isoliert. Auf diese Weise wurden die Plasmide pB030 

35 ^A/9, pBO30AA/16 und pBO30AA/985 erhalten. Fig. 5 zeigt eine 
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solche Konstruktion am Beispiel von pBO304A/9 mit der Riboso- 
menbindungsstelle aus p bioB : : lacZ /9 . 

Je 2Mg der Plasmide pBO304A/9, pBO304A/16 und pBO30AA/985E 
5 warden mit Snol und Kpn l geschnitten , wobei Kpn l in geringer 

Menge eingesetzt wurde, um nur partiell zu schneiden. Dann 
warden jeweils 6,6 kb lange DNA-Fragmente isoliert, die die 
Vektor-DNA, den tac-Promotor , das bioB -Gen rait der verbesser- 
ten Ribosomenbindungsstelle und die Gene bioFC enthielten. Das 

10 PlasTtiid pBO30A-15 (4 ^9) wurde ebenfalls mit Sno l und Ncol 

geschnitten und ein 2,8 kb-Fragment mit den Genen bioDA-ORFI 
isoliert. Die isolierten Fragmente wurden ligiert und £. coli 
RR28 wurde mit der Ligationsmischung transf ormiert . Rekombi- 
nierte Plasmide mit einem kompletten Biotin-Operon wurden 

15 durch Resrriktionsanalyse identif iziert . Auf diese Weise wur- 
den die Plasmide pBO30A-15/9, pBO30A"15/16 und pBO30A-15/985E 
erhalten. Diese enthalten alle die optimierte bioDA -Reaion aus 
pBO3 0A-15 mit den entsprechenden optimierten Ribosomenbin- 
dungsstellen aus den Plasmiden p bioB : : lacZ /9 , p bioB : : lac2 /16 

20 bzw. p bioB ; : Iac2 /985E. Die genetischen Kontrollelemente dieser 

Plasmide, namlich die Kombination aus tac-Promotor und opti- 
mierter Ribosomenbindungsstelle, die in direkter Verkniipfung 
mit dem bioB -Gen stehen und dessen effiziente Expression be- 
wirken, weisen die folgenden Sequenzen auf: 

25 

PBO30A-15/985E (Seq ID No: 17) 

5 • -AAGCTTACTC CCCATCCCCC TGTTGACAAT TAATCATCGG CTCGTATAAT GTGTGGAATT 
GTGAGCGGAT AACAATTTCA CACAGGAAAC AGGATCGGTA CCTTAGGAGG TGACTAGTC-3 ' 

30 PBO30A-15/16 (Seq ID No: 18) 

5 • -AAGCTTACTC CCCATCCCCC TGTTGACAAT TAATCATCGG CTCGTATAAT GTGTGGAATT 

GTGAGCGGAT AACAATTTCA CACAGGAAAC AGGATCGGTA CCTAAGGAGG TTTACTAGTC-3 ' 

PBO30A-15/9 (Seq ID No: 19) 
3 5 5 ' -AAGCTTACTC CCCATCCCCC TGTTGACAAT TAATCATCGG CTCGTATAAT GTGTGGAATT 

GTGAGCGGAT AACAATTTCA CACAGGAAAC AGGATCGGTA CCTAAGGAGA CTAGTC-3 * 
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Fig. 5 zeigt die Konstruktion von Plasmiden, die die Gene 
bioB . bioF , bioC , bioD und bioA zusammen mit einer optimierten 
Ribosomenbindungsstelle enthalten, am Beispiel der Konstruk- 
tion von pBO30A-15/9. 

5 

Die gesamte Transkriptionseinheit der bio -Gene in pB030A-15/9 
wurde sequenziert. Die Sequenz und die davon abgeleiteten 
Genprodukte sind in Fig. 6 dargestellt (Seq ID No: 1-8) 

10 1.6 Konstruktion von pB030A-15 /9Aorf I 

2Mg des Plasmids pBO30^A/9 wurden wie oben mit Snol und 
Kpn l geschnitten und das 6,6 kb lange DNA-Fragment wurde iso- 
liert. 4^9 des Plasmids pBO30A-15 wurden mit Ssp l geschnitten. 
Durch Ligation der resultierenden linearen DNA mit einem Kpn l- 

15 Linker der Sequenz 5 ' -CGGTACCG-3 * wurde stromabwSrts des bioA- 

Gens eine neue Kpn I-Stelle eingefiigt, Nach Schneiden mit Sno l 
wurde ein 2,1 kb-Fragment mit den Genen bioDA isoliert. Die 
isolierten DNA-Fragmente wurden ligiert und E. coli RR28 wurde 
mit der Ligationsmischung transf ormiert . Rekombinierte Plasmi- 

2 0 de mit den Genen bioBFCDA wurden durch Restriktionsanalyse 

identif iziert, Auf diese Weise wurde pB030A-15/9^aorf I mit 
einer Deletion des ORFI-Gens erhalten (Fig, 5) . 

1.7 Konstruktion von Plasmid pB047 

25 5 jug des Plasmids pBO30A-15/9 wurden mit den Restrik- 

tionsenzymen Xba l und EcoR I geschnitten. Das resultierende 5,8 
kb groBe Restriktionsf ragment mit dem tac-Promotor und dem 
Biotin-Operon wurde isoliert und anschlieBend mit dem "broad- 
host-range" Plasmid pRK290X (Alvarez-Morales et al., Nucl. 

30 Acid. Res. 14/ 4207-4227, 1986; modif iziert durch Deletion 

einer Xho l Restriktionsstelle und Einfugen einer 2ifeaI"Stelle 
an derselben Position) ligiert, das ebenfalls mit Xba l und 
EcoR I geschnitten war. Mit dem Ligationsansatz wurde E. coli 
S17-1 (Simon et al., Biotechnology 1: 784-791 ; 1983) transfor- 

3 5 raiert. Rekombinierte Plasmide wurden durch Restriktionsanalyse 

charakterisiert ; auf diese Weise wurde Plasmid pB047 erhalten, 
das das Biotin-Operon integriert in pRK290X enthMlt. 
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Durch Konjugation mit dem Stamm E. coli S17-l/pB047 wurde das 
Plasmid pB047 in die Bakterienstamme RhizobiuTn/Aarobacterium 
sp. HK4 , Pseudomonas mondocina . Pseudomonas aeruginosa PAOl 
(Holioway, J. Gen. Microbiol. 11:572-581; 1955) und Acineto- 
5 bacter calcoaceticus DSM 588 transf eriert . 

1.8 Konstruktion von PB074AB 

Die Konstruktion von Plasmid pB074AB mit einer Deletion 
des bioB-Gens erfolgte ausgehend von Plasmid pB074-13 (Fig. 
10 7), Plasmid pB074-13 besteht aus den gleichen DNA-Bausteinen 

wie pB030 (Fig. 2) . Die Reihenfolge der bio -Gene innerhalb des 
Plasmids pB074-13 ist jedoch verschieden. 

5Mg des Plasmids pB074-13 wurden mit Sma l geschnitten. Nach 
15 Extraktion mit Phenol/Chloroform wurde die Plasmid-DNA mit 

Sph I geschnitten und ein 6 kb-Fragment enthaltend die Vektor- 
DNA, den tac -Promotor , die Gene bioA-ORFI und bioCD wurde 
isoliert. IS/xg des Plasmids pB03 (Fig. 2) wurden mit Ssd I und 
Sph I geschnitten und ein 1,66 kb-Fragment mit dem feioF-Gen und 
20 einem Teil des bioC -Gens isoliert. Die isolierten Fragmente 

wurden miteinander ligiert und E. coli RR28 wurde mit der 
Ligationsmischung transf ormiert . Rekombinierte Plasmide wurden 
mittels Restriktionsanalyse analysiert. Auf diese Weise wurde 
Plasmid pB074AB erhalten, das sich von Plasmid pB07 4-13 durch 
25 die Deletion des bioB -Gens unterscheidet (Fig, 7) . 

Beispiel 2 

3 0 In vivo Fermentationen von Biotin 

2 . 1 In vivo Fermentation von Biotin mit Escherichia coli Pro- 
duktions-Stammen 

Zellen des E. coli -Stammes XLl-Blue mit pB03aA-15/9 (DSM 
35 7246) wurden mit einem 20 1 MBR-Fermenter in Glycerin-Mini- 

mal-Medium (3% Glycerin bei Start der Kultur) in einem fed 
batch Verfahren liber 30 h lang bei 37 °C bis zu einer optischen 
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Dichte bei 650 nm (OD^gg) von 20 angezogen. Die Anwesenheit 
von Plasmid pB030A-15/9 wurde durch Zugabe von Chloramphenicol 
(50 iiq/ml) in der Vorkultur (3 1 Glycerin-Minimal-Medium) und 
der batch-Phase der Fermentation sichergestellt . Die Verwen- 
5 dung anderer Kohlenstoff quell wie Glucose oder Succinat (0,4 

% bei Beginn der batch-Ferroentations-Phase) war ebenso prak- 
tikabel. Die metabolische Aktivitat der Zellen wurde anhand 
ihrer spezifischen Sauerstof f -Auf nahmerate verfolgt. Die Pro- 
duktion von Biotin wahrend der Fermentation wurde durch Titra- 
10 tion der Biotin-Werte des Fermenter-Mediums mit einem Bioassay 

mit Lactobacillus plantarum verfolgt (E. DeMoll und W. Shive, 
Anal. Chem. 158:55-58, 1986). 

Die Kohlenstoff quelle, in diesem Fall eine 50%-ige Glycerinlo- 
15 sing in deionisiertem Wasser, wurde mit variabler, der jewei- 

ligen Biomasse-Entwicklung angepasster Zuflussrate zugefuhrt. 
Fiir Glycerin wurde ein empirischer Wert von 2 g Glycerin pro 
Liter Kultur fiir einen 0D-2uwachs von OD 1 auf OD 2 fiir die 
"feed"-Rate zugrunde gelegt. 

20 

Der pH des Ferraenters wurde durch Zupumpen von40 %-iger H^PO^ 
bzw. 25 %-igein NH3 automatisch auf pH 7 eingeregelt. Die Be- 
liiftung wurde durch Einblasen von 10-25 NL/min Luft und Rota- 
tion des Riihrers mit 300-700 rpm entsprechend der jeweiligen 

2 5 Biomasse-Entwicklung geregelt. Eine Sauerstof f sattigung zwi- 

schen 15 und 40 % wurde angestrebt. Der Sauerstoff- und der 
COj-Gehalt der Abluft wurde paramagnetisch bzw. mittels In- 
frarot gemessen. Die Temperatur des Fermenters wurde auf 37 °C 
eingeregelt. Bei 37**C wuchs die Kultur mit einer Verdopplungs- 
30 zeit von 2,5 Stunden bis zu -einer OD^^q von 20 und wurde dann 

stationar . 

Wahrend der Fermentation hauften sich innerhalb von 25 Stun- 
den 35 mg/1 D(-f) -Biotin an. In E. coli -Stammen ist eine nen- 

3 5 nenswerte Biotin-Synthese nur in wachsenden Kulturen zu errei- 

chen . 
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Als weitere geeignete Produktionsstaimne erwiesen sich E. coli 
ED8767 (N. E. Murray et al., Mol. Gen. Genet, 150 ; 53-61 ; 1975) 
mit PBO30A-15/9 (DSM 8554) oder E. coli BM4062 (D- F. Barker 
und A. M. Campbell, J. Bacteriol. 143.: 789-800 ; 1980) mit 
5 pBO30A-.5/9 (DSM 7247). 

In ahnlicher Weise wurden die Plasmide pB03, pB030 und pB030A- 
15/9AORFI getestet und die Biotinproduktivitat bestimmt. Die 
nachfolgende Tabelle I zeigt die starke Verbesserung der Bio- 

10 tin-Produktivit^t von Stammen mit den Plasmiden pB03 0, pB03 0A- 

15/9 und pBO30A-15/9AORFI, die die bio -Gene in einer Trans- 
kriptionseinheit besitzen, im Vergleich mit E. coli S17-1 
(Wildtyp, Biotin-Gene auf dem Chromosom) und E. coli S17- 
l/pB03 (Biotin-Gene auf dem Plasmid, jedoch divergente Trans- 

15 kription wie im Wildtyp-Operon) . Die Versuche zeigen ferner, 

daB das Fehlen des ORFI-Gens keinen EinfluB auf die Biotin- 
produktivitat hat. 

20 

Tabelle I 

Stamm Biotin-Produktivitat 

pMol/min X 10^ Zellen 



25 


E. 


coli 


S17-1 


0,01 - 


- 0,02 




E. 


coli 


S17-1/PB03 


0, 02 - 


- 0, 04 




£i 


coji 


BM 4062/PBO30 


3,0 - 


- 5,0 


30 


E. 


cpli 


XLl Blue/pBO30A-15/9 


10, 0 • 


- 20,0 




E. 


coli 


BM 4062/pBO30A-15/90ORFI 


10, 0 


- 20,0 
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Giver in-Minimal-batch-Mediuin (in deionisiertem H^O) 



Glycerin 


30 


g/1 


MgClj X eHjO 


0 , 8 


g/j- 


CaCl2 


0, 16 


g/i 




2,0 


g/i 


Spurenelemente SLF*^ 


1.0 


ml/1 


Fe-EDTA^ 


1,5 


ml/1 


PPG-2000 


0,1 


g/1 


KH^PO^ 


1 


g/1 


KjHPO^ 


1 


g/i 


NajHPO^ 


1 


g/1 


Thiamin 


1 


g/1 


Chloramphenicol 


50 


mg/l 


IPTG 


0,5 


mM 



a) stammlosuna Spurenelemente SLF fin deionisiertem H ,01 



KOH 




15 


g/1 


EDTA-Na 


2 ^ 2H2O 


100 


g/1 


ZnSO^ X 


VHjO 


9 


g/1 


MnClj X 




4 


g/1 


H3BO3 




2,7 


g/1 


C0CI2 X 


6H2O 


1,8 


g/1 


CuClj X 


2H2O 


1,5 


g/1 


NiClj X 


6H2O 


0, 18 


g/1 


Na^Mo^G 


X 2H2O 


0,2 


g/1 



b) Stammlosunq Fe-EDTA (in deionisiertem H ^O) 
EDTA Na2 x 2H2O 50 g/1 
30 FeSO^ X VHjO 20 g/1 

KOH 10 g/1 



Antibiot ika-Supplemente : ( Endkonzentrationen) 
100 Mg/ml Ampicillin (Natriumsalz , Fluka) und 50 Mg/ml Chlo- 
ramphenicol (Fluka) . 
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2 . 2 In vivo Fermentation von Biotin mit dem Aarobacterium/ 
Rhizobium-Produktions-S tamm HK4 /PB047 

Zellen des Biotin-auxotrophen Stammes Aarobacterium/ 
Rhizobium so HK4 mit dem Biotin-Produktions-Plasmid pB047 (DSM 
5 8555) wurden in einem 2 1 MBR-Fermenter in einem L-Glutamin- 

saure/Betain Minimalmedium in einem fed-batch Verfahren bei 
30°C bis 2u einer ODg^Q von 70 angezogen. HK4/pB047 ist durch 
eine bemerkenswert stabile Biotin-Synthese-Rate auch bei ex- 
trem langsamen Wachstum ("maintenance growth") gekennzeich- 
10 net. Deshalb schloss sich in diesem Experiment nach der An- 

zucht der Biomasse eine lange maintenance Phase (500 Stunden) 
bei stark reduziertem Kohlenstof f-'*f eed" an. 



Nach der exponentiellen Wachstumsphase, nach Erreichen einer 
15 OD^en von 12, wurde ein Glucose-Betain-"f eed" (360 g/1 Glucose 

plus 103 g/1 Betain gelost in deionisiertem Wasser) langsam 
dosiert (1,5 ml/Stunde) zugefiittert, urn langanhaltendes lang- 
sames Wachstum bzw. "maintenance growth" zu ermoglichen. Zum 
Zeitpunkt 150 Stunden wurden bis zu einer Endkonzentration von 
20 100 mg/1 im Fermenter Fe^'*"-Gluconat nachgef iittert . 2u den 

Zeitpunkten 200, 3 60 und 550 Stunden wurden 10 ml Salz-Lbsung 
und 1,3 6 ml Standard-Vitamin-Losung nachgef uttert . 

Der pH des Fermenters wurde durch Zupumpen von 85%-iger Phos- 
25 phorsaure bzw. 3M Kalilauge automatisch auf pH 7 eingeregelt. 

Die Beliiftung wurde durch Einblasen von 1-3 NL/min Luft und 
Rotation des Riihrers mit 300-1000 rpm entsprechend der jewei- 
ligen Biomasseentwicklung geregelt, so dass eine Sauer- 
stof f spannung von 1-4 mg/1 gewahrleistet war. Die Temperatur 
3 0 des Fermenters wurde auf 30 ?C eingeregelt. Die Kultur wuchs 

in der exponentiellen Wachstumsphase mit einer Verdopplungs- 
zeit von 5,6 Stunden, in der Phase mit stark limitiertem 
••feed" mit einer Verdopplungszeit von 300 Stunden und schwenk- 
te dann zu "maintenace growth" urn. 

35 
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2u Beginn der Fermentation, nach 200 Stunden und nach 415 
Stunden wurde Diaminopelargonsaure (DAPA; zweimal zu einer 
Endkonzentration von 200 ^g/ml, zuletzt zu einer Endkonzen- 
tration von lOO^g/ral) zur Kultur zugegeben. HK4 seibst ist 
5 Biotin auxotroph. Der Stamm war in der Lage aus dem Biotin- 

Vorlaufer DAPA Dethiobiotin zu erzeugen und dieses schlieBlich 
mit hoher Ausbeute in D(+) -Biotin umzusetzen. Es warden 110 
mg/l D(+) -Biotin angehauft. Bemerkenswert hieran ist, dass 
diese Synthese zum iiberwiegenden Anteil von nichtwachsenden 
10 Zellen vollzogen wurde- 



Glutaminsaure/Betain-MiniTnalmediuin 



In 1,25 Liter deionisiertem Wasser wurden gelost, bzw. dazu 
15 zugegeben: 

31,25 g L-Glutaminsaure Mononatriumsalz x HjO 

12,5 g Betain 

0,2 g CaCl^ 

20 1,0 g MgCl2 X 6 HjO 

1,25 g KjSO^ 

1,25 ml Spureneleraente SLF (Beispiel 2.1) 

1,87 ml Fe-EDTA (Beispiel 2.1) 

0,25 ml Tetracyclin (10 mg/ml in 70% Ethanol) 



25 



Salz-Losunq 



0,03 g CaClj 
0, 16 g MgClj X 6 H20 
3 0 0,2 g KjSO^ 

200 Ml SLF (Beispiel 2.1) 
300 Ml HCl konz. 

(gelost in 10ml deionis iertem HjO) 



35 
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Standard-Vitaminlosunq (in deionisiertem H-O) 



10 mg/l 


Pyridoxalhydrochlorid 


5 


mg/l 


Riboflavin 


5 


mg/1 


N :otinsaureamid 


5 


mg/l 


Thiamin-hydrochlorid 


2 


mg/1 


Biotin 


5 


mg/l 


Pantothensaure 


5 


mg/l 


4-Aminobenzoesaure 


2 


mg/l 


Folsaure 


5 


mg/l 


Vitamin B12 



Beispiel 3 

15 

Herstellung von Biotin ausgehend von Dethiobiotin 
(Messung der Biotinsyntbase-Rea)ction in Vitro) 

3 . 1 Herstellung von E. coli-Zellextrakten 

20 Es wurde je ein Zellextrakt aus E. coli XLl-Blue (DSM 

7246) mit dem Plasmid pBO30A-15/9 (Extrakt Z) und ein Zell- 
extrakt aus E. coli XLl-Blue mit dem Plasmid pB074AB (DSM 
7245; Extrakt W) hergestellt. Dazu warden die Mikroorganismen- 
zellen bei 37 *C in einem Volumen von 800 1 mit einer OD^qq '^^^ 

25 2 in einem Medium mit 20g/l Nutrient Broth, 5g/l Hefe-Extrakt 

und 20mg/l Cm angeziichtet. Die Zellen wurden durch Filtration 
geerntet und anschliessend bei 5000 x g 15 min lang zentrifu- 
giert . 

30 Zur Herstellung des zellfreien Extraktes wurden die Zellen mit 

100 mM HEPES-Puffer (pH 7,5) gewaschen, dann in dem gleichen 
Puffer resuspendiert urn eine OD^q^ von annahernd 1*000 einzu- 
stellen und dann mit DNAse behandelt. Anschliessend wurden 
die Zellen mit einem kontinuierlichen Zellhomogenisator bei 

3 5 100 '000 Pa auf gebrochen . Das Homogenat wurde bei 20 '000 x g 

30 min lang zentrif ugiert und der resultierende Uberstand bei 
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-80**C aufbewahrt. Extrakt Z konnte dann entweder direkt zum 
Messen (Testen) der Biotinsynthase-Reaktion verwendet werden 
Oder erst nach Reinigung durch Gel-Filtration an einer mit 
Sephadex G25M PD-10 (Pharmacia, Saulenvolumen : 9,1 ml) bela- 
5 denen Saule. Extrakt W wurde entweder direkt zum Testen der 

Biotinsynthase-Reaktion eingesetzt oder gemass Beispiel 3.3 
f raktioniert . 

3 , 2 In-Vitro-Test der Biotinsvnthase-Reaktion f Standardtest) 
10 In dem In-Vitro-Test wurde entweder die Reaktion von 

^^C-markiertem Dethiobiotin (0,1 MCi; 1,95 nmol) zu ^*C-mar- 
kiertem Biotin oder die Reaktion von nicht-markiertem Dethio- 
biotin mit ^^S-markiertem Cystein (20 /uCi; 1,32 nmol) zu ^^S- 
markiertem Biotin mit dem Enzym Biotinsynthase untersucht. Das 
15 dabei gebildete ^^CBiotin oder ^^S-Biotin konnte leicht, nach 

Extraktion, durch quantitative HPLC, an einem "o--line'» radio- 
chemischen Detektor oder halbquantitativ mittels DUnnschicht- 
chromatographie und anschliessendem Auflegen eines Rbntgen- 
films mittels Autoradiographic bestimmt werden. 

20 

Ein typischer Standardtest bestand aus dem zellfreien Extrakt 
Z Oder W, aus markiertem oder nicht-markiertem Dethiobiotin, 
je nach Reaktion, oder aus den daraus gereinigten Protein- 
Fraktionen (Beispiele 3.7 - 3.9) einzeln oder in Kombination 

25 miteinander und/oder aus iiblichen Cofaktoren wie SAM (92mM) , 

Fe^"^-gluconat (200mM) , NADPH (lOO^M) , TPP (lOO/uM) , DTT (ImM) 
und/oder aus einer Kombination von Aminosauren. Die zu testen- 
den Protein-Fraktionen, Cofaktoren oder Aminosauren wurden 
in einem Endvolumen von 250 ^1 hinzugegeben . Die Inkubation 

30 erfolgt zwischen 4 und BO^'C, Nach einer einstiindigen Inkuba- 

tion bei 37 °C wurde die Reaktion durch Hinzufiigen von 12 Gew.% 
Trichloressigsaure (TCA) in Wasser gestoppt. Das ausgefallte 
Protein wurde zentrif ugiert und der Uberstand wurde auf eine 
C^Q "solid-phase" Extraktionssaule (MACHEREY-NAGEL, 100 mg) 

35 aufgetragen, die mit Methanol (1 ml), Wasser (1 ml) und mit 

Essigsaure (1 Vol.%) in Wasser, equilibriert worden war. An- 
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schliessend wurde diese Saule mit 1 ml l%iger EssigsMure und 
1 ml Wasser gewaschen urn dann Biotin und Dethiobiotin mit 0,5 
ml Methanol 2u eluieren. Die erhaltenen Proben warden im Vaku- 
um getrocknet und dann in 30 /il HPLC-Puffer A (25 mM KH^PO^, 
5 5 mM Tetrabutylammoniumchlorid (pH 3,4) resuspendiert , urn dann 

25 Ml in die HPLC fiir die quantitative Analyse zu injizieren. 
Die HPLC-Bedingungen waren die folgenden: Shandon-Hypersil- 
BDS-C^g-Saule (Partikelgrosse: 5 ^m, Saulengrosse 10 mm x 2,0 
mm), Durchf lussrate 0,35 ml/min, Temperatur 40**C, Elutions- 
10 mittel: HPLC-Puffer A mit 10 Vol.% Acetonitril. 

Nach dem Mischen des Eluatstroms mit einer Szintillations- 
messlosung (Zinsser Quickszint Flow 303; Durchf lussrate: 
1,25 ml/min) wurde entweder nicht umgesetztes ^*C-Dethiobiotin 
15 und gebildetes ^^C-Biotin Oder gebildetes ^^S-Biotin 

detektiert und quantif iziert ("on-line" Radioaktivitatsdetek- 
tor: Berthold) . 

Alternativ wurden die Proben halbquantitativ mittels Diinn- 
20 schichtchromatographie und Autoradiographic analysiert. Hier- 

zu wurden die Proben in 20 m1 einer Mischung bestehend aus .10% 
Essigsaure, 65% Methanol und 25% Wasser resuspendiert und 
2,5 Ml auf eine Silicagel-"high perf ormance"-TLC-Platte (E. 
Merck, Darmstadt) aufgetragen. Die Platte wurde mit einem 
25 Laufmittel bestehend aus Chloroform (17 ml). Methanol (3 ml) 

und Ameisensaure (0,2 ml) entwickelt. Nach der Chromatogra- 
phie wurde die Platte getrocknet und iiber Nacht dann ein Rbnt- 
genfilm aufgelegt. 

30 3.3 Biotinsvnthase-Reaktion in Geoenwart von Aminosauren 

Wenn der entsalzte zellfreie Extrakt Z mit Dethiobiotin 
entsprechend zu Beispiel 3.2 und den Cofaktoren SAM, TPP, 
NADPH und Fe^'*'-gluconat inkubiert wurde, wurde keine Umwand- 
lung von Dethiobiotin zu Biotin beobachtet. Wurde Cystein 

35 (3 32MM) und Asparagin (15mM) Oder Cystein und Asparatat (15mM) 

Oder Cystein und Glutamin (15mM) oder Cystein und Serin (15mM) 



wo 94/08023 



PCT/EP93/02688 



40 

mit den Cofaktoren gemass Beispiel 3.4 zu diesem zellfreien 
Extrakt hinzugegeben, konnte eine Biotin-Produktion nachgewie- 
sen werden 



Tabelle II 

Zusammensetzung des Tests pmol produziertes Biotin 

Extrakt 0 

10 " + Cofaktoren^ 0 

" + Aminosauren^ 0 

»• + Cofaktoren^ + Aminosauren^ 780 

1) entsalzt 
15 2) Cofaktoren: SAM, Fe^*, TPP, NADPH 

3) Cys + Asn oder Cys + Asp Oder Cys + Gin Oder Cys + Ser 



3 - 4 Biotinsvnthase-Reaktion in Geqenwart von einem oder meh- 

20 reren ublichen Cofaktoren 

Wenn der gleiche wie in Beispiel 3,3 beschriebene ent- 
salzte Zellextrakt mit L-Cystein, Asparagin, Dethiobiotin, 
SAM, TPP, NADPH und Fe^*-gluconat inkubiert wurde, wurde De- 
thiobiotin zu Biotin umgewandelt . Um den Einfluss dieser Co- 

25 faktoren auf die Biotinsynthase- Reaktion zu testen, wurden 

diese einzeln und in Kombination roiteinander eingesetzt. Nur 
eine Kombination von alien diesen Cofaktoren zeigte Biotinsyn- 
thase-Aktivitat . Fehlte ein Cofaktor, konnte keine Biotinsyn- 
thase-Aktivitat gemessen werden, d.h. alle Cofaktoren sind fvir 

30 die Biotinsynthase-Aktivitat notwendig (Beispiel 3.3, Tabelle 

II) . 

3 . 5 Reiniqunq der Biotinsvnthase 

Zum BeweiS; dai3 zusatzlich zur Biotinsynthase mehrere 
35 Proteine 'fiir die Umsetzung von Dethiobiotin zu Biotin verant- 

wortlich sind, wurde zunachst der zellfreie Extrakt Z einer 
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Ammoniumsulf at-Fraktionierung unterworfen. Diese wurde bei 
einer Sattigung von 25% Ammoniumsulf at unter Riihren, 30 min, 
bei 4^*0 durchgefuhrt . Dann wurde bei 10*000 x g 30 min lang 
zentrif ugiert und das resultierende Pellet verworfeno Der 
5 resultierende Uberstand wurde mit 70% Ammoniumsulf at gesat- 

tigt, wobei die Biotinsynthase ausgefallt wurde. Das Prazipi- 
tat wurde in einem kleinen Volumen von 100 mM HEPES-Puffer 
(pH 7,5) resuspendiert , entsalzt (Sephadex G25M PD-10) und 
dann mittels AnionenaustauscherChromotographie (Q-Sepharose 

10 Fast-Flow, Pharmacia) , mit einem kontinuierlichen Gradienten 

von 100 mM - 1 M HEPES-Puffer (pH 7,5)), gereinigt. Die Frak- 
tionen mit Biotinsynthase-Aktivitat wurden konzentriert (Ami- 
con Ultraf iltrationszelle, YM-10 Membran) , wie bereits be- 
schrieben entsalzt und anschliessend an einer Q-Sepharose 

15 "Hi-Load" Anionenaustauscher-ChromatographieSaule rechromato- 

graphiert (Pharmacia; 20 mM Tris-Puffer (pH 7,5) enthaltend 
1 mM DTT und einen 0 - 1 M NaCl-Gradienten) . Die Fraktionen 
mit hoher Biotinsynthase-Aktivitat wurden vereinigt, konzen- 
triert und entsalzt. In diesen Fraktionen war die Biotinsyn- 

20 thase nicht mehr mit anderen Proteinen, die fur die Biotin- 

synthase-Aktivitat notwendig sind, kontaminiert . 

Urn die Biotinsynthase-Aktivitat wahrend der Reinigungsschritte 
2u messen war es notwendig, zur Testmischung (Beispiel 3.2) 
25 Extrakt W, hinzuzugeben. Demzufolge sind die Umsetzung von 

Dethiobiotin zU Biotin neben Biotinsynthase noch weitere Pro- 
teine verantwortlich. 

3 . 6 Fraktionierunq von Proteinen aus dem Extrakt W 
30 Hierzu wurde der Extrakt auf einanderf olgend bei 45% und 

55% Sattigung an Ammoniumsulf at ausgefallt. Nach Ammoniumsul- 
fatzugabe wurde das Ganze bei 4**C 30 min lang gerlihrt und an- 
schliessend bei 10 '000 X g fur 30 min zentrif ugiert . Der bei 
45% Sattigung an Ammoniumsulf at erhaltene Niederschlag wurde 
35 in 100 mM HEPESPuffer (pH 7,5) resuspendiert . Anschliessend 

wurden Aliquots von dero 45%-Prazipitat , dem 55%-Pra2ipitat und 
dem 55%-Uberstand entnommen und entsalzt (Sephadex G25M PD-10 
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Saule) . Die einzelnen Fraktionen wurden sowohl individuell als 
auch in Kombination miteinander , gemass Beispiel 3,2 getestet. 

Es wurden 2 Fraktionen erhalten, die fur die Biot insynthase 
5 notwendig sind. Diese Fraktionen waren: 

- der Niederschlag aus 45% Sattigung an Ammoniumsulf at 

- der tiberstand aus 55% Sattigung an Ammoniumsulf at 

3 . 7 Reiniquna und Identif izieruna von Flavodoxin 

10 Der Oberstand, der nach 55% Sattigung an Annnoniunisulf at 

aus Extrakt W (Beispiel 2.2) resultierte, wurde entsalzt (Se- 
phadex G25M PD-10 Saule) und anschliessend auf eine Anionen- 
austauscherchromatographie-Saule (Q-Sepharose Fast-Flow (Phar- 
macia) ) aufgetragen. Diese Saule war zuvor mit 20 mM Tris-Puf- 

15 fer (pH 7,5) enthaltend 1 itiM DTT aquilibriert worden. Das 

nicht gebundene Material wurde durch Waschen rait diesem Puffer 
entfernt. Die an der Saule gebundenen Proteine wurden mit 
einem kontinuierlichen NaCl-Gradienten (0 - IM) eluiert. Die 
eluierten ProteinFraktionen wurden vereinigt, konzentriert 

20 (Amicon Ultrafiltration Zelle, YM-10 Membran) , entsalzt (Se- 

phadex G25M PD-10) und anschliessend an einer Mono Q-Anionen- 
austauscher-ChromatographieSaule, die mit 2 0 mM Tris-Puffer 
(pH 7,0, enthaltend 1 mM DTT) equilibriert worden war, gerei- 
nigt. Dann wurden die gereinigten Fraktionen mittels SDS-PAGE 

2 5 untersucht. 

Um wahrend der Reinigungsschritte die Fraktionen, die das 
gesuchte Protein enthalten, zu identif izieren, wurde das Bio- 
tinsynthase-Test-System (Beispiel 3.2) mit gereinigter Biotin- 
30 synthase, Protein bzw, Proteinen aus dem Niederschlag der 45% 

Ammoniumsulf at-Fallung, mit Aminosauren (Beispiel 3.3) und mit 
niederraolekularen Cofaktoren (Beispiel 3.4), durchgef Uhrt . 
Biotinsynthase-Aktivitat konnte nur in den Fraktionen gemessen 
werden, die das gesuchte Protein enthielten. 

35 

Anschliessend wurde die Aminosauresequenz dieses Proteins wie 
folgt bestimmt. Das Protein wurde mit DTT 4 h lang in 6 M Gua- 
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nidin-HCl-Puf f er reduziert. Die erhaltenen Proben wurden mit 
Jodessigsaure carboxymethyliert und dann 48 h lang gegen 0,1% 
Ammoniumbicarbonat dialysiert. Nach dem Trocknen der Proben 
wurden diese mit Schweinetrypsin in 7 M Harnstof f -Puf f er ver- 
5 daut und die Peptide durch "Reverse-Phase" HPLC getrennt* Es 

konnten 2 Peptide mit den entsprechenden DNA-Sequenzen zu 
Flavodoxin von E. coli identif iziert werden. Durch diese Rei- 
nigungsschritte konnte Flavodoxin homogen erhalten werden. 

10 3.8 Reiniauna und Identif izierung von Ferredoxin (Flavodo- 

xin) -NADP"^ -Reductase 

Extrakt W wurde auf eine Anionenaustauscherchromatogra- 
phie-Saule (Q-Sepharose FastFlow (Pharmacia)) aufgetragen. 
Diese Saule war mit 20 mM Tris-Puffer (pH 7,5) enthaltend 1 

15 mM TPP aquilibriert worden. Die an der Saule gebundenen Pro- 

teine wurden mit einem kontinuierlichen NaCl-Gradienten (0- 
1 M) eluiert. Die eluierten Protein-Fraktionen wurden verei- 
nigt und entsprechend zu Beispiel 3.7 konzentriert , entsalzt 
und auf eine Mono-Q-Anionenaustauscher-Chromatographie-Saule 

20 aufgetragen. Die an dieser Saule gebundenen Proteine wurden 

mit einem kontinuierlichen NaCl-Gradienten (0-0,4 M in 2 0 mM 
Tris-Puffer) eluiert. Anschliessend wurden die vereinigten 
eluierten Protein-Fraktionen (wie bereits beschrieben, konzen- 
triert und entsalzt) auf eine Superose 12 Prep . Gel-Filtra- 

25 tions-Chromatographie-Saule (Pharmacia; aequilibriert mit 20 

mM Tris-Puffer) und dann auf eine Sephacryl HRIOO-Gel-Filtra- 
tions-Saule (Pharmacia; aequilibriert rait 20 mM Tris-Puffer) 
aufgetragen. Nach Elution mit 20 mM Tris-Puffer konnte ein 
weiteres Protein homogen erhalten werden (untersucht mittels 

30 SDS-PAGE) . Die dieses Protein enthaltenden Fraktionen wurden 

analog zu dem Testsystem gemass Beispiel 3.7 identif iziert . 
Biotinsynthase-Aktivitat wurde nur nach Zugabe dieser Fraktio- 
nen gemessen. 



35 Urn von diesem Protein die N-terminale Aminosaure-Sequenz zu 

bestimmen, wurde das gereinigte Protein direkt sequenziert. 
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Das Protein hatte eine der Ferredoxin(Flavodoxin) -NADP"*'-Re- 
duktase entsprechende N-terminale Aminosauresequenz . Durch 
diese Reinigungsschritte konnte Ferredoxin (Flavodoxin) -NADP'*"- 
Reduktase homogen erhalten werden* 

5 

3 . 9 Anreicherunq von einem Oder Tnehreren fUr die Biotinsvn- 
thase-Reaktion verantwortlichen Proteinen 
Die angereinigte Biotinsynthase (Beispiel 3.2) hatte mit 

gereinigtem Flavodoxin plus Ferredoxin (Flavodoxin) -NADP"*"- 
10 Reduktase und mit den notwendigen Cofaktoren sowie mit den 

Aminosauren keine Biotinsynthase-Aktivitat . Um Aktivitat zu 

erreichen wurde nach einem weiteren Protein oder Proteine in 

der 45% Ammoniumsulf at-Fraktion gesucht. 



15 Dieses Protein oder diese Proteine wurden aus dem zellfreien 

Extrakt W durch Ammoniumsulf at-PrMzipitation bei einer Satti- 
gung von 45% erhalten. Das erhaltene Protein-Pellet wurde in 
2 0 mM Tris-Puffer, pH 7,5, enthaltend 1 luM DTT und TPP (lg/1) 
resuspendiert und anschliessend mit einer PD-lO-Saule (Pharma- 

20 cia) entsalzt. Das entsalzte Material wurde dann auf eine 

Anionen-Austauscher-Chromatographie-Saule (Q-Sepharose HP Hi- 
Load) aufgetragen, welche zuvor mit 20 mM Tris-Puffer, pH 7,5, 
enthaltend 1 mM DTT und TPP (lg/1), aquilibriert worden war. 
Die Protein-Fraktionen mit der gewtinschten Aktivitat wurden 

25 mit einem kontinuierlichen NaCl-Gradienten (0 mM - 600 mM 

NaCl) eluiert. Anschliessend wurden diese Protein-Fraktionen 
mittels Gelf iltrations-Chromatographie (Sephacryl HR-lOO-Sau- 
le, Pharmacia) weiter gereinigt. Das daraus erhaltene Protein- 
pellet wurde in 100 mM HEPES-Puffer (pH 7,5) resuspendiert und 

30 dann wie bereits beschrieben entsalzt* Daraus wurde eine Pro- 

teinlosung erhalten, die fiir den In-Vitro-Test gemass Bei- 
spiel 3.2 eingesetzt wurde. 
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3 . 10 Biotinsvnthase-Reaktion in Geaenwart von Flavodoxin, Fer- 
redoxin (Flavodoxin) -NADP^-Reduktase , einem oder mehre- 
ren der flir die Biotinsvnthase-Reaktion verantwortli- 
chen Proteine, einer oder mehrerer A^ninosauren und den 
5 ublichen Cofaktoren 

Dem zellfreien Extrakt Z wurde Flavodoxin, Ferredoxin 
(Flavodoxin) NADP'*"-Reduktase und das oder die fur die Biotin- 
synthase-Reaktion verantwortlichen Protein oder Proteine hin- 
10 zugefiigt. Die Zugabe von Proteinen, Cofaktoren und Aminosauren 

bewirkte eine erhohte Biotinsynthase-Aktivitat (Tabelle III) . 

Tabelle III 

15 Zusammensetzung der Tests pmol produziertes Biotin 



Extrakt Z mit Cofaktoren 390 
und Aminosauren 

20 

Extrakt Z + Cofaktoren + Aminosauren 1560 
+ Flavodoxin + Ferredoxin (Flavodoxin) - 
NADP'*"-Reduktase + einem oder mehreren der 
fiir die Biotinsynthase-Reaktion 
25 verantwortlichen Proteine 

3.11 Biotinsynthase-Reaktion mit anaereiniater Biotinsvntha- 
se in Geaenwart von Kombinationen von Flavodoxin. Ferro- 
3 0 doxin f Flavodoxin) -NADP''"-Reduktase. einem oder mehreren 

der fiir die Biotinsvnthase-Reaktion verantwortlichen 
Proteine, einer oder mehrerer Aminosauren und den ubli- 
chen Cofaktoren 

35 Um den EinfluB dieser Komponenten auf die Biotinsyntha- 

se-Reakti-on mit angereinigter Biotinsynthase zu testen, wurden 
diese einzeln oder in Kombination miteinander eingesetzt. Die 
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Cofaktoren wurden in der gleichen Menge wie in Beispiel 3.4 
und die Aminosauren wie in Beispiel 3.3 eingesetzt. Wenn all 
diese Komponenten vorhanden waren, wurde Dethiobiotin zu Bio- 
tin mit angereinigter Biotinsynthase vollstandig umgewandelt. 
5 Keine Aktivitat konnte gemessen werden, wenn eine dieser Kom- 

ponenten fehlte. Daher werden alle diese Komponenten fiir Um- 
wandlung von Dethiobiotin zu Biotin benotigt (Tabelle IV) . 



10 T?\)3^Ue IV 

Zusammensetzung des Tests pmol produziertes Biotin 

15 angereinigte Biotinsynthase 0 

angereinigte Biotinsynthase 800 
+ Flavodoxin + Ferredoxin (Flavodoxin) 
NADP^ Reduktase 
20 + eines Oder mehrere fUr die Biotinsynthase- 

Reaktion verantwortlichen Proteine 
-f Cofaktoren 
+ Aminosauren 



25 
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SEOUENZPfiOTOKOLL 



CD ALGEMEINE INFOIWATION: 

( 1 ) A^^MELO£R: 

(A) MAME: LONZA AG 

CB) STRASSE: Muenchenst«incrstrasse 38 

CO OfiT: B»e1 

(E) LAND: Schw«l2 

:f) P0STLEIT2AHL: 4002 

Cii) ANMELDETITEL: Biotechnologisches Verfahren zur Herstellung 
von 8lOt1n 

AN2AHL OER SEQUEKZENi 19 

(iv) COMPV/TER-LESBARE FORM: 

(A) OATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BFTRIEBSSYSTEM: PC-OOS/MS-DOS 

(0) SOFTWARE: Patentin Release IKO, Version #1.25 (EPA) 

(vO FRUHERE ANMELDEOATEN: 

(A) AftlELDENUmER: CH 3124/92 

(B) A^WELOEOATUM: 02-OCT-1992 

(vi) FRUHERE ANMELOEDATEN: 

(A) AfWELOENLMiER: CH 2134/93 

(B) ANMELOEOATUM: 15-JUL-1993 



(2) INFORMATION ZU SEQ 10 NO: 1: 

(i) SEOUENZ CHARAKTERISTIICA: 

(A) LANG£: 5872 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsiur« 

(C) STRANGFORM: Ooppel 

(D) TOPaOGIE: linear 

(ii) ART OES MOLEKULS: ONS (oenonisch) 
(in) HYPOTHETISCH: NEIN 
Cm) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERICUNFT: 

(A) ORGANISMLfS: Escherichia coli 

(B) STA^M: 0SW98 , 

(vm) UNMITTELBARE HERtOUNFT: 
(8) CLON: pB030A-15/9 

Cix) MeRtOiALE: 

(A) NArt/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 117. .1157 

(C) ART DER ERMITTLUNG: exDenmentel 1 
(0) SONSTIGE ANGABEN; /codon_start. 117 

/procJoct" "Biotin Synthase" 
/•vid«fx»« EXPERIMENTAL 
/gene* "bio8" 
/numbers ^ 

(ix) MERKMALE: 
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(A) NAME/SCHLUSSEL: COS 

(B) LAGE: 2295.. 3OS0 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /codonstarf 2295 

/function* "involved m pimeloyl-CoA synthesis" 
/products "protein" 
/gene* "bioC" 
/number" 3 



(Ik) MERKMALE; 

(A) NAME/SCHLUSSEL: COS 
(8) LAGE: 3750. .5039 

(C) ART OER ERMITTLUNG: expcriinenten 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /codon_start= 3750 

/ICjnumOcr* 2.6.1.62 
/products "DAPA synthase" 
/evidence- EXPERIMENTAL 
/gene* "bloA" 
/number* 5 
/standard nanie= 

"S-Adenosy 1 -Lnneth ioni ne: &-afflifto- 7-oxononanoate 
*ninotransf . " 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAHE/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 5098.. 5574 

(C) ART OER ERMinLUNG: experimentel 1 
(0) SONSTIGE ANGABEN! /codon_$tart= 5098 

/function* "unknown, involved 1n biotin synthesis" 
/product* "protein" 
/evidence. EXPERIMENTAL 
/oeoe- "ORFI" 
/ntimber* 6 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: -10_signal 

(B) LAGE: 45. .49 

<C) ART DER ERMITTLUNG: experimentell 
(0) SONSTIGE ANGABEN: /evidence* EXPERIMENTAL 
/stand ard_nanM}= "pronotor ptac" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: -35_signa1 

(B) LAGE: 23., 28 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /5t«ndard_name« "promoter ptac" 

(ix) MER»tALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: RBS 

(B) LAGE: 105. .119 

(C) ART DER ERMITTLUNG: experimentell 

(0) SONSTIGE ANGABEN: /evidence. EXPERIMENTAL 
/standard_namc« "bioB RBS no. 9" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: RBS 

(B) LAGE: 22B4..2297 

(0) SONSTIGE ANGABEN: /standard_name= "bioC RBS" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCWLUSSEL: RBS 

(B) UGE: 3742.-3752 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /standardname* "bioA RBS" 



0«) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: RSS 
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(B) LAGE: 5088.. SI 00 

(D) SONSTIGE ANC;aBEN: /standard^namc- "ORF 1 RD5" 

(ik) MERtCMALt: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: tenninator 
(8) LftGE: 5583. .5644 

(D) S0NSTIJ3E AMGABEN: /stand* rd_n*n»o« "rho- i ndeperwjent 
transcriptional terminator" 



(1x) MERICMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: st»n_loop 

(B) LAGE: 5583. . 5605 



(ix) MERKMALE: 

(A) KAM£/SO<LLiSSEL: prcroter 
(8) LAGE: 1..96 

(C) ART DER ERMiniUNG: exper^mente^^ 

(D) SONSTIGE ANGA8EN: /functionr "protwfr ptac" 

/•vidence. EXPERIMENTAL 



(x) VEROFFENTLICHUNGSINFORMATION: 

(H) OOCUMENTNUWiER; MD 87/01391 Bl 

(]) A^WELDEDATUM: 26-AUG-1986 

(J) VEROFFENTLICHUNGSTAG: 07-APR-1993 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ 10 NO: 1: 



AAGCTTACTC CCCATCCCCC TGTTGACAAT TAATCATCGG CTCGTATAAT GTGTGGAATT 60 

GTGAGCGGAT AACAATTTCA CACAGGAAAC AGGATCXiGTA CCTAAGGAGA CTAGTC 116 

ATG Ca CAC CGC CCA CGC TGG ACA TTG TC6 CAA GTC ACA GAA TTA TTT 164 
Met Ala HU Arg Pro Arg Trp Thr Leu Ser Gin Val Thr Glu L*u Phe 

1 5 10 15 

GAA AAA CCG TTG CTG GAT CTG aC TTT GAA GCG CAG CAG GIG CAT CGC 21? 
Glu Lys Pro Leu Leu Asp Leu Leu Phe Glu Ala Gin Gin Val His Arg 

20 25 30 

CAG CAT TTC GAT CCT CGT CAG GTG CAG GTC AGC ACG TTG ac TCG ATT 260 
Gin His Phe Asp Pro Arg Gin Val Gin Val Ser Thr Leu Leu Ser He 
35 40 45 

AAG ACC GGA GCT TGT CCG GAA GAT TGC AAA TAC TGC CCG CAA AGC TCG 308 
Lys Thr Gly Ala Cys Pro Glu Asp Cys Lys Tyr Cys Pro Gin Ser S«r 
50 55 60 

CGC TAC AAA ACC GGG CTG GAA GCC GAG CGG HG ATG GAA GTT GAA CAG 356 
Arg Tyr Lys Thr Gly Leu Glu Ala £lu Arg Leu Met Glu Val Glu Gin 
65 70 75 80 

GTG CTG GAG TCG GCG CGC AAA GCG AAA GCG GCA GGA TCG ACG CGC TTC 404 
Val Leu Glu Ser Ala Arg Lys Ala Lys Ala Ala Gly Ser Thr Arg Phe 
85 90 95 



TGT ATG GGC GCG GCG TGG AAG AAT CCC CAC GAA CGC GAT ATG CCG TAC 4 52 

Cys Met Gly Ala Ala Trp Lys Asn Pro His Glu Arg Asp Met Pro Tyr 

TOO 105 no 



CTG GAA CAA ATG GTG CAG GGG GTA AAA GCG ATG GGG CTG GAG GCG TGT 500 
Leu Glu Gin Met Val Gin Gly Val Lys Ala Met Gly Leu Glu Ala Cys 
115 120 125 



ATG ACG CTG GGC ACG TTG ACT GAA TCT CAG GCG CAG CGC CTC GCG AAC 54G 
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Met "Ihr Leu GTy Thr Leu Ser Glu Scr Gin Ala Gin Arg Leu Ala Ain 
130 ^35 140 

GCC GGG CTG GAT TAC TAC AAC CAC AAC CTG G^C ACC TCG CCG GAG TTT 596 
Ala Gly Leu Asp Tyr Tyr Asn His Asn Leu Asp 7hr Scr Pro Glu Phe 
145 ISO 155 160 

TAC GGC AAT ATC ATC ACC ACA CGC ACT TAT GAG GAA CGC CTC GAT ACG 644 
Tyr Gly Asn lie lie Thr Thr Arg Thr Tyr GTn Glu Arg Leu Asp Thr 
165 170 175 

CTG GAA AAA GTG CGC GAT GCC GGG ATC AAA GTC T6T TCT GGC GGC ATT 69? 
Leu Glu Lys Val Ary Asp Ala Gly lie Lys V»l Cys Ser Gly Gly lie 
180 IBS 190 

GTG GGC TTA GGC GAA ACG GT A AAA GAT CGC GCC GGA TTA TTG CTG CAA 740 
Val Gly Leu Gly Glu Thr Val Lys Asp Arg Ala Gly Leu Leu Leu Gin 
195 200 205 

CTG GCA AAC CTG CCG ACG CCG CCG GAA AGC GTG CCA ATC AAC ATG CTG 766 
Leu Ala Asn Leu Pro Thr Pro Pro Glu S«r Val Pro n« Asn Met Leu 

210 215 220 

GTG AAG GTG AAA GGC ACG CCG CTT GCC GAT AAC GAT GAT GTC GAT GCC 636 
Val Lys Val Lys Gly Thr Pro Leu Ala Asp Asn Asp Asp Val Asp Ala 
225 230 235 240 

TTT GAT TTT ATT CGC ACC ATT GCG GTC GCG CGG ATC ATG ATG CCA ACC 884 
Phe Asp Phe lie Arg Thr He Ala Val Ala Arg He Met Met Pro Thr 
245 250 255 

TCT TAC GTG CGC CTT TCT GCC GGA CGC GAG CAG ATG AAC GAA CAG ACT 932 
Ser Tyr Val Arg Leu Ser Ala Gly Arg Glu Gin Met Asn Glu Gin Thr 
260 265 270 

CAG GCG ATG TGC TTT ATG GCA GGC GCA AAC TCG ATT TTC TAC GGT TGC 980 
Gin Ala Met Cys Phe Met Ala Gly Ala Asn Ser Jle Pha Tyr Gly Cys 
275 280 285 

AAA CTG CTG ACC ACG CCG AAT CCG GAA GAA GAT AAA GAG CTG CAA CTG 1028 
Lys Leu Leu Thr Thr Pro Asn Pro Glu Glu Asp Lys Asp Leu Gin Leu 
290 295 300 

TTC CGC AAA CTG GGG CTA AAT CCG CAG CAA ACT GCC GTG CTG GCA GGG 1076 
Phe Arg Lys Leu Gly Leu Asn Pro Gin Gin Thr Ala Val Leu Ala Gly 
305 310 315 320 

GAT AAC GAA CAA CAG CAA CGT CTT GAA CAG GCG CTG ATG ACC CCG GAC 1124 
Asp Asn Glu Gin Gin Gin Arg Leu Glu Gin Ala Leu Met Thr Pro Asp 
325 330 335 

ACC GAC GAA TAT TAC AAC GCG GCA GCA TTA TGAGCTGGCA GGAGAAAATC 1174 
Thr ASP Glu Tyr Tyr Asn Ala A1a Ala Leu 
340 345 

AACGCGGCGC TCGATGCGCG GCGTGCTGCC GATGCCCTGC GTCGCCGTTA TCCGGTGGCG 1234 

CAAGGAGCCG GACGCTGGCT GGTGGCGGAT GATCGCCAGT ATCTGAACTT HCCAGTAAC 1294 

GATTATTTAG GTTTAAGCCA TCATCCGCAA ATTATCCGTG CCTGGCAGCA GGGGGCGGAG 13 54 

CAATTTGGCA TCGGTAGCGG CGGCTCCGGT CACGTCAGCG GTTATAGCGT GGTGCATCAC 1414 

GCACTGGAAG AAGAGCTGGC CGAGTGGCTT GGCTATTCGC GGGCACTGCT GTTTATCTCT 1474 
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GGTTTCGCCG CTAATCAGGC AGTTAT7GCC GCGATGATGG CGAAAGAGGA CCGTATTGCT 1534 

GCCGACCGGC TTAGCCATGC CTCATTGCTG GAAGCTGCCA GTTTAAGCCC GTCGCAGCTT 1594 

CGCCGTTTTG CTCATAACGA TGTCACTCAT TTGGCGCGAT TGCTTGCTTC CCCCTGTCCG 1654 

GGGCAGCAAA TGGTGGTGAC AGAAGGCGTG TTCAGCATGG ACGGCGATAG TGCGCCACTG 1714 

GCGGAAATCC AGCAGGTAAC GCAACAGCAC AATGGaCGT TGATGGTCGA TGATGCCCAC 1774 

GGCACGGGCG TTATCGGGGA QCAGGGGCGC GQCAGCTGCT GOaGCAAAA GGTAAAACCA 1834 

GAATTGaGG TAGTGACTTT TGGCAAAGGA mGGCGTCA GCGGGGCAGC GGTCaTTGC 1894 

TCCAGTACGG TGGCGGATTA laGCTGCAA TTCGCCCGCC ACCTTATCTA CAGCACCAGT 1954 

ATGCCGCCCG CTCAGGCGCA GGCATTACGT GCGTCGCTGG CQG7CATTCG CA6TGATGAG 2014 

GGTGATGCAC GGCGOGAAAA ACTGGCGGCA aCATTACGC GTTTTCGTGC CGGAGTACAG 2074 

GATTTGCCGT TTACGCnGC TGATTCATGC AGCGCCATCC AGCCATTGAT TGTCGGTGAT 2134 

AACAGCCGTG CGTTACAACT GGCAGAAAAA CTGCGTCAGC AAGGCTGCTG GGTCACGGCG 2194 

ATTCGCCCGC CAACCGTACC COaGGTAa GCGCGACTGC GCTTAACX;CT AACCGCTGCG 2254 

CATGAAATGC AGGATATCGA CCGTaOCTG GAGGTGCTGC ATG GCA ACG GTT AAT 2309 

Met Ala Thr Val Asn 

1 5 

AAA CAA GCC ATT GCA GOG GCA TIT GGT CGG GCA GCC GCA CAC TAT GAG 2357 

Lys Gin Ala He Ala Ala Ala Ph« Gly Arg Ala Ala Ala His Tyr Glu 
10 15 20 

CAA CAT GCA GAT CTA CAG CGC CXQ AGT Ga GAC GCC TTA aC GCA ATG 2405 
Gin His AU Asp Leu Gin Arg Gin Ser Ala Asp Ala Leu Leu Ala Met 
25 30 35 

CTT CCA CAG GGT AAA TAC ACC CAC GTA CTG GAC GC6 GGT TGT GGA CCT 2453 
-eu Pro Gin Arg Lys Tyr Thr His Val Leu Asp A la Gly Cys Gly Pro 
40 45 50 

GGC TGG ATG AQC CGC CAC TGG CGG GAA CGT CAC GCG CAG GTG ACG GCC 2501 
Gly Trp Met Ser Arg His Trp Arg Glu Arg His Ala Gin Val Thr Ala 
55 60 65 

TTA GAT CTC TCG CCG CCA ATG CTT GTT CAG GCA CGC CAG AAG GAT GCC 2549 
Leu Asp Leu Ser Pro Pro Met Leu Val Gin Ala Arg Gin Lys Asp Ala 

70 75 80 85 

GCA GAC CAT TAT CTG GCG GGA GAT ATC GAA TCC CTG CCG TTA GCG ACT 2597 
Ala Asp His Tyr Leu Ala Gly Asp He Glu Ser Leu Pro Leu Ala Thr 
90 95 100 

GCG ACG TTC GAT CTT GCA TGG AGC AAT CTC GCA GTG CAG TGG TGC GGT 2645 
■ Ala Thr Phe Asp Leu Ala Trp Ser Asn Leu Ala Val Gin Trp Cys Gly 
105 no 115 

AAT TTA TCC ACG GCA CTC CGC GAG CTG TAT CGG GTG GTG CGC CCC AAA 2693 
Asn Leu Ser Thr Ala Leu Arg Glu Leu Tyr Arg Val Val Arg Pro Lys 
120 125 130 

GGC GTG GTC GCG m ACC ACG CTG GTG CAG GGA TCG TTA CCC GAA CTG 2741 
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Gly Val Val Ala Phe Thr Thr Leu Val Gin Gly Scr Leu Pro Glu Leu 
nS 140 145 

CAT CAG GCG TGG CAG GCG GTG GAC GAG CGT CCG CAT GCT AAT CGC TTT 2789 
His Gin Ala Trp Gin Ala Val Asp Glu Arg Pro His Ala Asn Arq Phe 
150 155 160 165 

TTA CCG CCA GAT GAA ATC GAA CAG TCG CTG AAC GGC GTG CAT TAT CAA 2837 
Leu Pro Pro Asp Glu He Glu Gin Ser Leu Asn Gly Val His Tyr Gin 
170 175 180 

CAT CAT ATT CAG CCC ATC ACG CTG TGG TTT GAT GAT GCG CTC AGT GCC 2885 
His His lie Gin Pro He Thr Leu Trp Phe Asp Asp Ala L«u Ser Ala 
185 1 90 1 95 

ATG CGT TCG CTG AAA GGC ATC GGT GCC ACG CAT CTT CAT GAA GGG CGC 2933 
het Arg Ser Leu Lys Gly lie Gly Ala Thr His Leu His Glu Gly Arg 
200 205 210 

GAC CCG CGA ATA TTA ACG CGT TCG CAG T7G CAG CGA TTG CAA CTG GCC 2981 
Asp Pro Arg lie Leu Thr Arg Ser Gin Leu Gin Arg L«u Gin Leu Ala 
215 220 225 

TGG CCG CAA CAG CAG GGG CGA TAT CCT CTG ACG TAT CAT CTT TTT TTG 3029 
Trp Pro Gin Gin Gin Gly Arg Tyr Pro Leu Thr Tyr His Leu Phe Leu 
230 235 240 245 

GGA GTG ATT GCT CGT GAG TAAACGHAT TTTGTCACCG GAACGGATAC 3077 
Gly Val lie Ala Arg Glu 
250 

CGAAGTGGGG AAAACTGTCG CCAGTTGTGC ACTTnACAA GCCGCAAAGG CAGCAGGCTA 3137 

CCGGACGGCA GGTTATAAAC CGGTCGCCTC TGGCAGCGAA AAGACCCCGG AAGGTTTACG 3197 

CAATAGCGAC GCQCTGQCGT TACAGCGCAA CAGCAGCCTG CAGCTGGATT ACGCAACAGT 3257 

AAATCCTTAC ACCTTCGCAG AACCCACTTC GCCGCACATC ATCAQCGCGC AAGAGGGCAG 3317 

ACCGATAGAA TCATTGGTAA TGAGCGCCGG ATTACGCGCG CHGAACAAC AGGCTGACTG 3377 

GGTGTTAGTG GAAGGTGCTG GCGGCTGCH TACGCCGCTT TCTGACACTT TCACTTTTGC 3437 

AGATTGGGTA ACACAGGAAC AACTGCCGGT GATACTGGTA GTTGGTGTGA AACTCGGCTG 3497 

TATTAATCAC GCGATGTTGA CTGCACAGGT AATACAACAC GCCGGAaGA CTCTGGCGGG 3557 

nGGGTGGCG AACGATGTTA CGCCTCCGGG AAAACGTCAC GCTGAATATA TGACCACGCT 3517 

CACCCGCATG ATTCCCGCGC CGCTGaGGG AGAGATCCCC TGGCTTGCAG AAAATCCAGA 3677 

AAATGCGGCA ACCGGAAAGT ACATAAACCT TGCCTTCGTC OACGCGTCGA CTCTAGGGTT 3737 

TACAAGTCGA TT ATG ACA ACG GAC GAT CTl GCC TTT GAC CAA CGC CAT 3785 
Met Thr Thr Asp Asp Leu Ala Pbe Asp Gin Arg His 
1 5 10 

ATC TGG CAC CCA TAC ACA TCC ATG ACC TCC CCT CTG CCG GTT TAT CCG 3833 
He Trp His Pro Tyr Thr Ser Met Thr Ser Pro Leu Pro Val Tyr Pro 
15 20 25 

GTG GTG AGC GCC GAA GGT TGC GAG aC ATT TTG TCT GAC GGC AGA CGC 388 T 

Val Val Ser Ala Glu Gly CyS Glu Leu He Leu Ser Asp Gly Arg Arg 

30 35 40 
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CTG GTT GAC GGT ATG TCG TCC TGG TGG GCG GCG ATC CAC GGC TAG AAT 3929 
Leu Val Asp G\y Met Sor S«r Trp Trp Ala Ala lie His Q)y Tyr Asn 

45 50 5S 60 

CAC CCG GAG err AAT GCG GCG ATG AAG TCG CAA ATT GAT GCC ATG TCG 3977 
His Pro Gin L«u Asn AU Ala Met Lys Ser Gin ]!« Asp Ala M«t Sor 

65 70 75 

CAT GTG ATG TTT GGC GGT ATC ACC CAT GCG CCA GCC ATT GAG CTG TGC 4025 
Hit vdt Met Phe Gly Gly lie Thr His Ala Pro Ala lie Glu Leu Cys 
80 85 90 

CGC AAA CTG GTG GCG ATG ACG CCG CAA CCG CTG GAG TGC GTT TTT CTC 4073 
Arg Lys Leo Val Ala Mat Thr Pro Gin Pro Leu Glu Cys Val Ph« Lmu 

95 100 105 

GCG GAC TCC GGT TCC GTA GCG GTG GAA GTG GCG ATG AAA ATG GCG TTG 4121 
Ala Asp Ser Gly Ser Val Ala Val Glu Val Ala Met Lys Met AU Leu 

no 115 120 

CAG TAC TGG CAA GCC AAA GGC GAA GCG CGC CAG CGT TTT QG ACC HC 4169 
Gin Tyr Trp Gin Ala Ly* Gly Glu Ala Arg Gin Arg Phe Leu Thr Phc 

125 130 135 UO 

CGC AAT GGT TAT CAT GGC GAT ACC TTT GGC GCG ATG TCG GTG TGC GAT 4217 
Arg Asn Gly Tyr His Gly Asp Thr Phe Gly Ala Met Ser Val Cys Asp 
145 150 155 

CCG GAT AAC TCA ATG CAC AGT CTG TGG AAA GGC TAC aG CCA GAA AAC 4265 
Pro Asp Asn Ser Met His Ser Leu Trp Ly$ Gly Tyr Leu Pro Glu Asn 
160 165 170 

aG TTT GOT CCC GCC CCG CAA AGC CGC ATG GAT GGC GAA TGG GAT GAG 4313 
Leu Phe Ala Pro AU Pro Gin Ser Arg Met Asp Gly Glu Trp Asp Glu 
175 180 185 

CGC GAT ATG GTG GGC TTT GCC CGC CTG ATG GCG GCG CAT CGT CAT GAA 4361 
Arg Asp Mat Val Gly Phe AU Arg Leu Met Ala AU His Arg His Glu 

190 195 200 

ATC GCG GCG GTG ATC ATT GAG CCG ATT GTC CAG GGC GCA GGC GGG ATG 4409 
lU AU AU Val lie He Glu Pro He Val Gin Gly Ala Gly Gly Met 

205 210 215 220 

CGC ATG TAC CAT CCG GAA TGG TTA AAA CGA ATC CGC AAA ATA TGC GAT 4457 
Arg Met Tyr His Pro Glu Trp Leu Lys Arq lie Arg Lys lie Cys Asp 

225 230 235 

CGC GAA GGT ATC TTG CTG ATT GCC GAC GAG ATC GCC ACT GGA TTT GGT 4 505 

Arg Glu Gly lie Leu Leu He AU Asp Glu lie AU Thr Gly Phe Gly 
240 245 250 

CGT ACC GGG AAA CTG TTT GCC TGT GAA CAT GCA GAA ATC GCG CCG GAC 4 553 

Arg Thr Gly Lys Leu Phe AU Cys Glu His AU Glu He AU Pro Asp 

255 260 265 



ATT TTG TGC aC GGT AAA GCC TlA ACC GGC GGC ACA ATG ACC CTT TCC 
He Leu Cys Leu Gly Lys AU Leu Thr Gly Gly Thr Met Thr Leu Ser 
270 275 280 



4601 



GCC ACA CTC ACC ACG CGC GAG GTT GCA GAA ACC ATC AGT AAC GGT GAA 4649 
AU Thr Leu Thr Thr Arg Glu Val AU Glu Thr He Ser Asn Gly Glu 

285 290 295 300 
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GCC GGT TGC TTT ATG CAT GGG CTA ACT TTT ATG GGC AAT CCG CTG GCC 4697 

Al» Gly Cys Phe Mot His Gly Pro Thr Phe Met Gly Asn Pro Leu Al* 

305 310 315 

TGC GCG GCA GCA AAC GCC AGC CTG GC6 ATT CTG GAA TCT GGC GAC TGG 4 74S 

Cys Ala Ala Ala Asn Ala Ser Leo A1a He Leu Glu Ser Gly Asp Trp 
320 325 330 

CAG CAA CAG GTG GCG GAT ATT GAA GTA CAG CTG CGC GAG CAA CTT GCC 4793 
Gin Gin Gin V*l All Asp lie Glu VaT Gin Leu Arg Glu Gin Leu Ala 
335 340 345 

CCC GCC CGT GAT GCC GAA ATG GTT GCC GAT GTG CGC GTA CTG GGG GCC 4041 
Pro AU Arg Asp Ala Glu Met Val Ala Asp Val Arg Val Leu Gly Ala 
350 355 360 

ATT GGC GTG GTC GAA ACC ACT CAT CCG GTG AAT ATG GCG GCG CTG CAA 4889 
lie Gly Val Val Glu Thr Thr His Pro Val Asn het Ala Ala teu Gin 
365 370 375 380 

AAA TTC TH GTC GAA CAG GGT GTC TGG ATC CGG CCT TTT GGC AAA OG 4937 
Lyt Phe Phe Val Glu Gin Gly Val Trp lie Arg Pro Phe Gly Lys Leu 
385 390 395 

ATT TAC CTG ATG CCG CCC TAT ATT ATT CTC CCG CAA CAG TTG CAG CGT 4985 
lie Tyr Leu Met Pro Pro Tyr lie lie Leu Pro Gin Gin Leu Gin Arg 
400 405 410 

CTG ACC GCA GCG GTT AAC CGC GCG GTA CAG GAT GAA ACA TTT TTT TGC $033 
L«u Thr Ala Ala Val Asn Arg AU Val Gin Asp Glu Thr Phe Phe Cys 
415 420 425 

CAA TAACGAGAAG TCCGCGTGAG G6TTTCTGGC TACACTTTCT GCAAACAAGA 5086 
Gin 

430 

AAGGAGGGTT C ATG AAA CTC ATC AGT AAC GAT CTG CGC GAT GGC GAT AAA 5136 
Mot Lys Leu He Ser Asn Asp Leu Arg Asp Gly Asp Lys 

1 5 10 

TTG CCG CAT CGT CAT GTC TTT AAC GGC ATG GGT TAC GAT GGC GAT AAT 5164 
Leu Pro His Arg His Val Phe Asn Gly Met Gly Tyr Aso Gly Asp Asn 

15 20 25 

ATT TCA CCG CAT CTG GCG TGG GAT GAT GTT CCT GCG GGA ACG AAA AGT 5232 
He Sar Pro His Leu Ala Trp Asp Asp Val Pro Ala Gly Thr Lys Ser 
30 35 40 45 

TTT GTT GTC ACC TGC TAC GAC CCG GAT GCG CCA ACC GGC TCC GGC TGG 5280 
Pne Val Val Thr Cys Tyr Asp Pro Asp Ala Pro Thr Gly Ser Gly Trp 
50 £5 60 

TGG CAC TGG GTA GTT GTT AAC TTA CCC GCT GAT ACC CGC GTA TTA CCG 5328 
Trp His Trp Val Val Val Asn Leu Pro Ala Asp Thr Arg Val Leu Pro 

65 70 75 

CAA GGG TTT GGC TCT GGT CTG GTA GCA ATG CCA GAC GGC GTT HG CAG 5376 
Gin Gly Phe Gly Scr Gly Leu Val Ala Met Pro Asp Gly Val Leu Gin 
80 as 90 

ACG CGT ACC GAC TTT GGT AAA ACC GGG TAC GAT GGC GCA GCA CCG CCG 54?/. 
Tnr Arg Thr Asp Phe Gly Lys Thr Gly Tyr Asp Gly Ala Ala Pro Pro 
95 100 105 
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AAA GGC GAA ACT CAT CGC TAG ATT TTT ACC GTT CAC GCG CTG WT ATA W2 
Lys Gly Glo Thr His Arg Tyr He Phe Thr Val His Ala Leu Asp He 

no 115 120 



5520 



5560 



GAA CGT ATT GAT GTC GAT GAA GGT GCC AGC GGC GCG ATG GTC GGG TTT 
Glu Arq He Asp Val Asp Glu Gly AU Ser Gly Ala het Val Gly Phc 
UO 135 140 

AAC GTT CAT HC CAC TCT CTG GCA AGC GCC TCG ATT ACT GCG ATG TTT 
Asn Val Hit Phe His Ser L«u Ala S«r Ala S«r lie Thr AU Met Phc 
145 150 155 

AGT TAATCACTCT GCCAGATGGC GCAATGCCAT CTGGTATCAC TTAAAGGTAT 5621 
Ser 



TAAAAACAAC TTTTTGTCTT TTTACCTTCC CGTTTCGCTC AAGTTAGTAT AAAAAAGCAG 5681 

GCTTCAACGG ATTCATTTTT CTATTTCATA GCCCGGAGCA ACCTGTOAAC ACATTTTCAG 5741 

TTTCCCGTCT GGCGCTGGCA TTGGCTTTTG GCGTGACGCT GACCGCCTGT AGCTCAACCC 5801 

CGCCCGATCA ACGTCCTTCT GATCAAACCG CGCCTGGTAC CGAGCTCGAA TTCCTGCAGG 5861 
CATGCAAGCT T 



(2) INFORMATION 2U SEQ 10 NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAtaERISTItCA: 

(A) LANGE; 346 Annnosiiuren 

(B) ART: Amlnosaure 
(0) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEtCULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ 10 NO: 2: 

Met Ala Mis Arg Pro Arg Trp Thr Leu Ser Gin Val Thr Glu Leu Phe 

15 10 15 

Glu Lys Pro Leu Leu Asp Leu Leu Phe GTu AU Gin Gin Val His Arg 

20 25 30 

Gin His Phe Asp Pro Arg Gin Val Gin Val Ser Thr Leu Leu Ser lie 
35 40 45 

Lys Thr G1y Ala Cys Pro Glu Asp Cys Lys Tyr CyS Pro Gin Ser Scr 
50 55 60 

Arg Tyr Lys Thr Gly Leu G1u AU Glu Arg Leu Met Glu Val Glu Gin 
65 70 75 80 

Val Leu Glu Ser AU Arg Lys AU Lys AU AU Gly Ser Thr Arg Phe 

85 90 95 

Cys Met Gly Ala AU Trp Lys Asn Pro His Glu Arg Asp Met Pro Tyr 

100 105 110 

Leu Glu Gin Met Val Gin Gly Val Lys Ala Met Gly Leu Glu AU Cyi 

115 120 125 



Met Thr Leu Gly Thr Leu Ser Glu Ser Cln Ala Gin Arg Leu AU Asn 
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56 



Ala Gly Lou Asp Tyr Tyr Asn His Asn Leu Asp 7hr S«r Pro Glu Phc 
150 155 160 

Tyr Gly Asn He Jle Thr Thr Arg Thr Tyr Gin Glu Arg Leu Asp Thr 
165 170 17S 

Leu Glu Lys Val Arg Asp Al* Gly He Lys V*l CyS Ser Gly Gly He 
180 185 190 

V*l Gly Leu Gly Glu Thr V.I Lys Asp Arg Al* Gly Leu Leu Leu Gin 

195 200 205 

Leu Ala Asn Leu Pro Thr Pro Pro Glu Ser V»1 Pro He Asn Met Leu 

210 215 

Vil Lys Val Lys Gly Thr Pro Leu AU Asp Asn Asp Asp Val Asp Ala 

230 235 240 

^ Asp Phe He Arg Thr lU Ala Val Ala Arg He Met Mat Pro Thr 

250 2S5 

Ser Tyr Val Arg Leu Ser Ala Gly Arg Glu Gin Met Asn Glu Gin Thr 

?60 265 270 

Gin Ala Met Cys Phe Met Ala Gly Ala Asn Ser He Phe Tyr Gly Cys 

280 285 

Lys Leu Leu Thr Thr Pro Asn Pro Glu Glu Asp Lys Asp Leu Gin Leu 
290 295 300 

Phe Arg Lys Leu Gly Leo Asn Pro Gin Gin Thr Ala Val Leu Ala Gly 

310 315 320 

Asp Asn Glu Gin Gin Gin Arg Leu Glu Gin Ala Leu Met Thr Pro Asp 

325 330 335 



Tnr Asp Glu Tyr Tyr Asn Ala Ala Ala Leu 



(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 3: 

(1) SEOUENZ CHARAKTERISTIICA: 

(A) LANGE: 251 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
CO) TOPOLOGIE: linear. 

(11) ART DES MOLEKULS; Protein 

(mO SE0UEN2BESCHREIBUNG: SEQ 10 NO: 3: 

Met Ala Thr Val Asn Lys Gin Ala He Ala Ala Ala Phe Gly Arg Ala 

1 5 10 15 

Ala Ala His Tyr Glu Gin His Ala Asp Leu Gin Arg Gin Ser Ala Asp 

20 25 30 

Ala Leu Leu Ala Met Leu Pro Gin Arg Lys Tyr Thr His Val Leu Asp 
3S 40 45 

Ala Gly Cys Gly Pro Gly Trp Met Ser Arg H,s Trp Arg Glu Arg His 
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so 55 60 

Al4 Gin Va1 Thr Ala Leu Asp Leu Ser Pro Pro Mot Leu Val Gin Ala 

65 70 75 00 

Arg Gin L>s Asp Ala Ala Asp His Tyr Leu Ala Gly Asp He Glu Sor 

85 90 9S 

Leu Pro Leu AU Thr Ala Thr Ph« Asp Leu Ala Trp Ser Asn Leu Ala 

100 105 no 

Val Gin Trp Cys Gly Asn Leu Ser Thr Ala Leu Arg Glu LCu Tyr Arg 

115 120 125 

Val Val Arg Pro Lys Gly Val Val Ala Phe Thr Thr Leu Val Gin Gly 

130 135 140 

Ser L.eu Pro Glu Leu His Gin Ala Trp Gin Ala Val Asp Glu Arg Pro 
14b 150 155 1G0 

His Ala Asn Arg Phe Leu Pro Pro Asp Glu lie Glu Gin Ser Leu Asn 

165 170 175 

Gly Val His Tyr Gin His His He Gin Pro lie Thr Leu Trp Phe Asp 
180 185 190 

Asp Al* Leu Ser Ala Met Arg Ser Leu Lys Gly lie Gly Ala Thr Mis 

195 200 205 

Leu His Glu Gly Arg Asp Pro Arg He Leu Thr Arg Ser Gin Leu Gin 
210 215 220 



Arg Leu Gin Leu Ala Trp Pro Gin Gin Gin Gly Arg Tyr Pro Leu Thr 
225 230 235 240 

Tyr His Leu Phe Leu Gly Val He Ala Arg Glu 
245 250 



(2) INFOftrt^TION ZU S£Q 10 NO: 4: 

(i) SECXIENZ CHARACTER I ST I KA: 

(A) LANGE: 429 Aminosauren 

(B) ART: Aflilnosiiure 
(0) TOPOL06IE: linear 

(ii) ART DES MOLEICULS: Protein 

SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Met Thr Thr Asp Asp Leu Ala Phe Asp Gin Arg His lie Trp His Pro 
15 10 15 

Tyr Thr Ser Met Thr Ser Pro Leu Pro Val Tyr Pro Val Val Scr Ala 

20 25 30 

Glu Gly Cys Glu Leu lie Leu Ser Asp Gly Arg Arg Leu Val Asp Gly 
35 40 45 

Met Ser Ser Trp Trp Ala Ala He His Gly Tyr Asn His Pro Gin Ltu 
SO 55 60 

Asn Aia Ala Met Lys Ser Gin He Asp Ala het Ser His Val Met Pr%o 
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70 7G 



G1> Gly lie Ihr His Ala Pro Ala He Glu Leu Cys Arg Lys Lou Val 
eS 90 95 

Ala Met Thr Pro Gin Pro Leu Glu Cys Val Phe Leu Ala Asp Sor Gly 

100 105 no 

Ser Val Ala Val Glu Val Ala Met Lys Mot Ala Leu Gin Tyr Trp Gin 

nS 120 12S 

Ala Lys Gly Glu Ala Arg Gin Arg Phe Leu Thr Phe Arg Asn Gly Tyr 
130 135 140 

His Gly Asp Thr Ph« Gly Ala Met Ser Val Cys Asp Pro Asp Asn Scr 
14S 150 155 160 

Mot His Ser Leu Trp Lys Gly Tyr Leu Pro Glu Asn Leu Ph« Ala Pro 

165 170 175 

Ala Pro Gin Ser Arg Met Asp Gly Glu Trp Asp Glu Arg Asp Met Val 
ISO 185 190 

Gly Pne Ala Arg Leu Met A1a Ala His Arg his Glu ] 1e Ala Ale Val 

195 200 205 

lie He Glu Pro He Val Gin Gly Ala Gly Gly Met Arg Met Tyr Hts 
210 215 220 

Pro Glu Trp Leu Lys Arg He Arg Lys He CyS Asp Arg Glu Gly ]le 
225 230 235 240 

Leu Leu He Ala Asp Glu He Ala Thr Gly Phe Gly Arg Thr Gly Lys 

245 250 255 

Leu Phe Ala Cys Glu His Ala Glu He A1a Pro Asp He Leu Cys Leu 
260 265 270 

Gly Lys Ala Leu Thr Gly Gly Thr Met Thr Leu Ser Ala Thr Lou Thr 

275 280 285 

Thr Arg Glu Val Ala Glu Thr He Scr Asn Gly Glu Ala Gly Cys Phe 
290 295 300 

Met His Gly Pro Thr Phe Met Gly Asn Pro Leu Ala Cys Ala Ala Ala 

305 310 315 320 

Asn Ala Ser Leu Ala He Leu Glu Ser Gly Aso Trp Gin Gin Gin Val 
325 , 330 335 

Ala Asp He Glu Val Gin Leu Arg Glu Gin Leu Ala Pro Ala Arg Asp 
340 345 350 

Ala Glu Met Val Ale Asp Val Arg Val Leu Gly Ala Me Gly Val Val 
355 360 365 

-Glu Thr Thr His Pro Val Asn Met Ala Ala Leu Gin Lys Phe Phe Val 
370 375 380 

Glu Gin Gly Val Trp He Arg Pro Phe Gly Lys Leu lie Tyr Lou Met 
3aS 390 395 400 



Pro =rc Tyr I le lie Leu Pro Gin Gin Leu Gin Arg Leu Tnr Ala ii£j 
405 AlO 415 
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Val Asn Arg Ala Va 1 G)n Asp GTu Ihr Phc Phc Cys Gin 
A20 42S 



(2) INFOR^WTION ZU SEQ 10 NO: S: 

i^) SECXJENZ CHARAKTERIST] )CA; 

(A) LANGE: 158 Aflnnosauren 

(B) ART; AmlnosAure 
(D) TOPOLOGIE: lirwar 

(ii) ART DES hlOLEKULS: Protein 

(xi) SEOUENZBESCHREIBUNG: SEO ID NO: S: 

Met Lys L«u He Ser Asn Asp Leu Arg Asp Gly Asp Lys L«u Pro His 

15 10 15 

Arg His Val ?he Asn Gly het Gly Tyr Asp Gly Asp Asn ] 1« Ser Pro 

20 25 30 

H>$ L»u Ala Trp Asp Asp Va 1 Pro Ala Gly Thr Lys Ser Phe Val Va 1 
35 40 «5 

Thr Cys Tyr Asp Pro Asp Ala Pro Thr Gly Ser Gly Irp Trp Xis Trp 
SO 55 60 

Val Val Val Asn Lau Pro Ala Asp Thr Arg Val Leu Pro Gin Gly Phe 

65 70 75 80 

Gly Ser Gly Leu Val Ala het Pro Asp Gly Val Leu Gin Thr Arg Thr 

B5 90 95 

Asp Phe Gly Lys Thr Gly Tyr Asp Gly Ala Ala Pro Pro Lys Gly Glu 
100 ICS 110 

Thr His Arg Tyr lie Phe Thr Val His Ala Leu Asp Pe Glu Arg He 

TT5 120 12: 

Asp Val Asp Glu Gly Ala Ser Gly Ala Met Va": Gly Pn« Asn Val His 
130 135 140 

Phe His Ser Leu Ala Ser Ala Ser He Thr Ala Met Phe Ser 

K5 150 155 



<2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: ^; 

Ci) SEOUENZ CHARACTERISTIKA: 

(A) LANGE: 5872 Basenpaare 
(8) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Ooppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

Cil) ART DES MOLEICULS: DNS (genomisch) 
(ill) HVPOTHeTISCH; NEIN 

(vi> URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(B) SlAMi: 0SM49e 
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(vti) UNMIT7E:lBAR£ HERlCUNrT 
(B) CLON: P0O30A1S-9 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAMl/SCHLUSSEL: CDS 

(B) UG£: nM..2308 

(C) ART DER ERMITTLUNG: expenrnenteU 

(D) SONSTIGE ANGABeW: /coc)on_start= 1154 

/EC_r>uml>er- 2.3.1.47 
/product: "KAPA synthase" 
/evidence* EXPERIMENTAL 
/ger>e= "bioF" 
/numbers ? 

/starkdard naAie- "S-Amino- ?-oxonon*noate synthase" 

(ix) MER<MALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL; CDS 

(B) LftGE: 3043. ,37S3 

<C) ART OER ERMITTLUNG: expenmenteT 1 
(0) SONSTIGE ANGABEN: /ccxion stari. 3043 

/EC_nuiT>ber= 6.3.3.3 

/product' "QTB Synthaic" 

/«vid«nce= EXPERIMENTAL 

/gene- "bioD* 

/numbers 4 

/3t*n<jard_^najne= "Oethiobioti n Synthise" 

(ix) HERKMALE: 

(A) hWME/SCHLUSSEL: R3S 

(B) LAGE: 1141.. 1156 

(0) SONSTIGE ANGABEN: /st*ndard^name= "bioF RBS" 

(ix) HERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: RBS 

(B) LftGE: 3030.. 3045 

(0) SONSTIGE ANGABEN: /standard_namo= "b1oO RB5" 

(x) VEROFFErfT LI CHUNGS INFORMS HON: 

(H) OOCUMENTNUWER: WO 87/01391 Bl 

(1) A>*1lLDEDATUM: 26-AUC-19B6 

(J) VEROFFENTLICHUNGSTAG: 07-APR-1993 

(xi) SEOUENZBESCHREIBUWG: SEO 10 NO: 6: 

AAGCHACTC CCCATCCCCC TGTTGACAAT taatcatcgg ctcgtataat gtgtggaatt 
GTGAGCGGAT AACAATTTCA CACAGCiAAAC aggatcggta cctaaggaga ctagtcatgg 

aCACCGCCC ACGCTGGAa HGTCGCAAG TCACAGAATT ATHGAAAAA CCGTTGaGG '^O 

ATCTGCTGn TGAAGCGCAG CAGGTGCATC GCCAGCATTT COATCCTCGT CAGGTGCAGG 2-0 

TCAGCACGTT GCTGTCGATT AAGACCGGAG CTTGTCCGGA AGAHGCAAA TACTGCCCGC ::: 

AAAGCTCGCG CTACAAAACC GGGCTGGAAG CCGAGCGGn GATGGAAGTT GAACAGGTGC 3:0 
-TGGAGTCGGC GCGCAAAGCG AAAGCGGCAG GATCGACGCG CTTCTGTATG GGCGCGGCGT 

GGAAGAATCC CCACGAACGC GATATGCCGT ACaGGAACA AATGGTGCAG GGGGTAAAAG -f : 

CGATGGGGCT GGAGGCGTGT ATGACGCTGG GCACGTTGAG TGAATCTCAG GCGCAGCGCC f-: : 
TCGCGAACGC CGGGCTGGAT TACTACAACC ACAACCTGGA CACCTCGCCG GAGTTTTaCG : : 
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GCAATATCAT CACCACACGC ACTTATCAGG AACGCCTCGA TACGCTGCAA AAAGTGCGCC 660 

ATGCCGGGAT CAAAGTCTGT TCTGGCGGCA T7GTGGGCTT AGGCGAAACG GlAAAAGATC 7?0 

GCGCCGGATT ATTGCTGCAA CTGGCAAACC TGCCGACGCC GCCGGAAAGC GTGCCA>V7Ca 780 

ACATGCTGGT GAAGGTGAAA GGCACGCCGC TTGCCGATAA CGATGATGTC GATGCCTTTG 84 C 

ATTTTATTCG CACCAHGCG GTCGCGCGGA TCATGATGCC AACCTCTTAC GTGCGCCTTT 900 

C7GCCGGACG CGAGCAGATG AACGAACAGA CTCAGGCGAT GTGCTTTATG GCAGGCGCAA 960 

ACTCGATTTT CTACQGTTGC AAACTGCTGA CCACGCCGAA TCCGGAAGAA GATAAAGACC 10?C 

TGCAACTGTT CCGCAAACTG GGGCTAAATC CGCAGCAAAC TGCCGTTGaG GCAGGGflATA 1080 

ACGAACAACA GCAACGTCTT GAACAGGCGC TGATGACCCC GGACACCGAC GAATATTACA 1140 

ACGCGGCAGC ATT ATG AGC TGG CAG GAG AAA ATC AAC GCG GCG CTC GAT 1189 
Met Scr Trp Gin Glu Lys He Asn Ala Ala Leu Asp 

1 5 10 

GCG CGG CGI GCT GCC GAT GCC CTG C6T CGC C6T TAT CCG GTG GCG CAA 1237 
Ala Arg Arg Ala Ala Asp AU Leu Arg Arg Arg Tyr Pro Val Ala Gin 
15 ?0 25 

GGa GCC GGA case TGG CTG GTG GCG GAT GAT CGC CAG TAT CTG AAC TTT 1285 
Gly Ala Gly Arg Trp Leu Val Ala Asp Asp Arg Gin Tyr Leu Asn Pbe 
30 35 40 

TCC AGT AAC GAT TAT TTA GGT TfA AGC CAT CAT CCG CAA AH ATC CGT 1333 
Ser Ser Asn Asp Tyr Leu Gly Leu Ser His His Pro Gin He lie Arg 
^5 50 55 60 

GCC TGG CAG CAG GGG GCG GAG CAA TTT GGC ATC GGT AGC GGC GGC TCC 1381 
Ala Trp Gin Gin Gly Ala Glu Gin Phe Gly He Gly Ser Gly Gly Scr 
65 70 75 

GGT CAC GTC AGC GGT TAT AGC GTG GTG CAT CAG GCA CTG GAA GAA GAG 1429 
Gly His Val Ser Gly Tyr Ser Val Val His Gin Ala Leu Glu Glu Glo 
80 85 90 

CTG GCC GAG TGG CTT GGC TAT TOG CGG GCA CTG CTG TTT ATC TCT GGT 1477 
Leu Ala Glu Trp Leu Gly Tyr Scr Arg Ala Leu Leu Phe He Scr Gly 
95 100 105 

TTC GCC GCT AAT CAG GCA GTT AH GCC GCG ATG ATG GCG AAA GAG GAC 1525 
Phe Ala Ala Asn Gin Ala Val He Ala Ala Met Met Ala Lys Glu Asp 
T10 115 , 120 

CGT ATT GCT GCC GAC CGG CH AGC CAT GCC TCA TTG CTG GAA GCT GCC 1573 
Arg He AU Ala Asp Arg Leu Ser His Ala Ser Leu Leu Glu Ala Ala 
125 130 135 140 

AGT TTA AGC CCG ICG CAG CTT CGC CGT TTJ GCT CAT AAC GAT GTC ACT 1621 
Ser Leu Ser Pro Ser Gin Leu Arg Arg Phe Ala His Asn Asd Val Thr 
145 ISO 155 



CAT TTG GCG CGA TTG CTT GCT TCC CCC TGT CCG GGG CAG CAA ATG GTG 
His Leu Ala Arg Leu Leu Ala Ser Pro Cys Pro Gly Gin Gin Mot Val 
150 165 170 



1669 



GTG ACA GAA GGC GTG TTC AGC ATG GAC GGC GAT AGT GCG CCA CTG GCG 
Val Thr Glu Gly Val Phe Ser Met Aso Gly Asp Ser Ala Pro Leu Ala 



171? 
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17S 180 18S 

GAA ATC CAG CAG G7A ACG CAA CAG CAC AAT GGC TGG TTG A7G GTC GAl 1765 
Glu :ic Gin Gin Val Thr Gin Gin His Asn Gly Trp Leu Mot Va 1 A&p 
19C 195 200 

GAT GCC CAC GGC ACG GGC GH ATC GGG GAG CAG GGG CGC GGC AGC TGC T813 
Asp Ala His Gly Thr Gly V«l He Gly Glu Gin Gly Arg Gly Scr Cy5 
205 210 215 220 

TGG GIG CAA AAG GTA AAA CCA GAA nC aC GTA GTG ACT TTT GGC AAA 1661 
Trp Leu Gin Lys Val Lys Pro Glu Leu Leu Val Val Thr Phe Gly Lys 
225 230 23S 

GGA TTT GGC GTC AGC GGG GCA GCG GTG CH TGC TCC AGT ACG GTG GCG 1903 
Gly Phe Gly Val Ser Gly Ala Ala Val Leu Cys Scr Ser Thr Val Ala 
240 245 250 

GAT TAT CTG CTG CAA HC GCC CGC CAC CTT ATC TAG AGC ACC ACT ATG 1957 
Asp Tyr Leu Leu Gin Phe Ala Arg His Leu He Tyr Ser Thr Sor Mot 
255 260 265 

CCG CCC GCT CAG GCG CAG GCA TTA CGT GCG TCG CTG GCG GTC ATT QZZ 2005 
Pro Pre Ala Gin Ala Gin Ala L«u Arq Ala Sor lcu Ala Val i tc Ar- 
270 275 280 

AGT GAT GAG GGT GAT GCA CGG CGC GAA AAA CTG GCG GCA CTC ATT ACG 2053 
Ser Asp Glu Gly Asp Ala Arg Arg Glu Lys Leu Ala Ala L«u He Thr 

265 290 295 300 

CGT TTT CGT GCC GGA GTA CAG GAT HG CCG TH ACG CR GCT GAT TCA 2101 
Arg Phe Arg Ala Gly Val Gin Asp Leu Pro Phe Thr Leu Ala Asp Sc" 
305 310 315 

TGC AGC GCC ATC CAG CCA TTG ATT GTC GGT GAT AAC AGC CGT GCG TTa 2ifl9 
Cyt S«r Ala He Gin Pro Lcu He Val Gly Asp Asn Scr Arg Ala Leu 
320 325 330 

CAA CTG GCA GAA AAA CTG CGT CAG CAA GGC TGC TGG GTC ACG GCG ATT 2197 
Gin Leu Ala Glu Lys Leu Arg Gin Gin Gly Cys Trp Val Thr Ala He 
335 340 345 

CGC CCG CCA ACC GTA CCC GCT GGT ACT GCG CGA CTG CGC HA ACG CTA 2245 
Arg Pro Pro Thr Val Pro Ala Gly Thr Ala Arg Leu Arg Leu Thr Le--( 
350 355 360 

ACC GCT GCG CAT GAA ATG CAG GAT ATC GAC CGT CTG CTG GAG GIG CTG 2293 
Thr Ala Ala His Glu Met Gin Asp He Asp Arg Leu Lfrj Glu Val uc^ 
355 370 . 375 3£: 

CAT GGC AAC GGT TAATAAACAA GCCATTGCAG CGGCATTTGG TCGGGCAGCC 234 5 
His Gly Asn Gly 

385 

GCACACTATG AGCAACATGC AGATCTACaG CGCCAGAGTG CTGACGCCTT ACTGGCA;iTG 2405 

■CTTCCACAGC GTAAATACAC CaCGTACTG GACGCGGGH CTGGACCTGG CTGGATGAGC 2465 

CGCCACTGGC GGGAACGTCA CGCGCAGGTG ACGGCCTTAG ATCTCTCGCC GCCAATGC^T 252 S 

GTTCAGGCAC GCCAGAAGGA TGCCGCAGAC CATTATCTGG CGGGAGATAT CGAATCCCTC 2585 

CCGTTAGCGA CTGCGACGTT CGATCTTGCA TGGAGCAATC TCGCAGTGCA GTGGTGCG:^ 26/iO 
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W,TTTATCCA CGGCACTCCG CGAGCTGTAT CGGGTSGTGC GCCCCAAACG CGTGGTCGCG 2705 

riTACCACGC TGGTGCAGGG ATCGTTACCC t;AACTGCATC AGGCGTGGCa GGCGGTGGAC 2765 

GAGCGTCCGC ATGCTAATCG CTTTTTACCG CCAGATGAAA TCGAACAGTC GCTGAACGGC 282 S 

GTGCATTATC AACATCATAT TCAGCCCATC ACGCTGTGGT TTGATiATGC GCTCAGTGCC 2B85 

ATGCGTTCGC TGAAAGGCAT CGGTGCCACG CATCTTCATG AAGGGCGCGA CCCGCGaATa 294 5 

TTAACGCGTT CGCAGTTGCA GCGATTGCAA CTGGCaCGC CGCAACAGCA GGGSCGATAT 3005 

CCTCTGACGT ATCATCTTTT TTTGGGAGTG ATTGCTC GTG AGT AAA CGT TAT TTT 3060 

Vol ber Lys Arg lyr Phe 

1 5 

GTC ACC GGA AC6 dAT ACC GAA GTG GGG AAA ACT GTC GCC AGT TGT GCA 3108 
Val Thr Gly Thr Asp Thr Glu Val Gly Lys Thr V«l Ala Sor Cys AU 
10 IS ?0 

CTT TTA CAA GCC GCA AAG GCA GCA GGC TAC CGG ACG GCA GGT TAT AAA 3156 
Leu Leu Gin Ala Ala Lys Ala Ala Gly Tyr Arg Ihr Ala Gly Tyr Lys 
2S 30 3S 

CCG GTC GCC TOT GGC AGC GAA AAG ACC CC6 GAA GGT HA CGC AAT AGC 3204 
Pro Val Ala Ser Gly Ser Glu Lys Thr Pro Glu Gly LCu Arg Asn 5er 
40 45 SO 

GAG GCG CTG GCG TTA GAG CGC AAC AGC AGC CTG CAG CTG GAT TAC GCA 3252 
Asp Ala Leu Ala Leu Gin Arg Asn Ser Ser Leu Gin Leu Asp Tyr Ala 
55 60 65 70 

ACA GTA AAT CCT TAC ACC TTC GCA GAA CCC ACT TCG CCG CAC ATC ATC 33O0 
Tnr Val Asn FVo Tyr Thr Phe Ala Glu Pro Thr Ser Pro His He lie 
75 80 85 

AGC GCG CAA GAG GGC AGA COG ATA GAA TCA TTG GTA ATG AGC GCC GGA 3346 
Ser Ala Gin Glu Gly Arg Pro lie Glu Ser Leu Val Met S^r Ala Gly 

90 95 100 

TTA CGC GCG CTT GAA CAA CAG GCT GAC TGG GTG TTA GTG GAA GGT GCT 3396 
Leu Arg Ala Leu Glu Gin Gin Ala Asp Trp Va) Leu Val Glu Gly Ala 

105 no ns 

GGC GGC TGG TTT ACG CCG CTT TCT GAC ACT T7C Aa TTT GCA GAT TGG 3444 
Gly Gly Trp Phe Thr Pro Leu Ser Asp Thr Phe Thr Phe Ala Asp Trp 
120 125 130 

GTA ACA CAG GAA CAA CTG CCG GIG ATA CTG GTA GTT GGT GTG AAA CTC 3492 
Val Tnr Gin Glu Gin Leu Pro Val lie Leu Val Val Gly Val Lys Leu 
135 140 145 150 

GGC TGT ATI AAT CAC GCG ATG TTG ACT GCA CAG GTA ATA CAA CAC GCC 3540 
Gly Cys lie Asn His Ala Met Lou Thr Ala Gin Val lie Gin His Ala 
155 160 165 

' GGA CTG ACT CTG GCG GGT TGG GTG GCG AAC GAT GTT ACG CCT CCG GGA 3588 
Gly Leu Thr leu Ala Gly Trp Val Ala Asn Asp Val Thr Pro Pro Gly 

170 175 180 

AAA CGT CAC GCT GAA TAT ATG ACC ACG CTC ACC CGC ATG ATT CCC GCG 3635 
Lys Arg His Ala Glu Tyr het Thr Thr Leu Thr Arg hc'. I le Pro Ala 
185 190 191 
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CCG CTG CTG GGA GAG ATC CCX TGG CTT GCA GAA AAT CCA GAA AAT GCG 368^ 
Pro Leu Leu Gly Glu He Pro Trp lq«j Ala Glu Asn Pro Glu ago Ala 
200 205 210 

GCA ACC GGA AAG TAG ATA AAC CTT GCC TTC G7C GAC GCG TCG ACT ClA 3732 
Ala Thr Gly Lys Tyr lie Asn Leu Ala Phe Val Asp Ala Scr Ihr Leo 
21 S 220 225 230 

GGG TTT ACA AGT CGA TTA TCIACAACGGA CGATCTTGCC TTTGACCAAC 3780 
Gly Phe Thr Ser Arg Leu 
235 

GCCATATCTG GCACCCATAC ACATCCATGA CCTCCCCTCT GCCGGTTTAT CCGGTGGTGA 3840 

GCGCCGAAGG rTGCGAGCTG ATTTTGTCTG ACGGCAGACG CCTGGTTGAC GGTATGTCGT 3900 

Ca&GTGGGC GGCGATCCAC GGaACAATC ACCCGCAGCT TAATGCGGCG ATGAAGTCGC 3960 

AAATTGATGC CATGTCGCAT GTGATGTTTG GCGGTATCAC CCATGCGCCA GCCATTGAGC 4020 

TGTGCCGCAA ACTGGTGGCG ATGACGCCGC AACCGCTGGA GTGCGTTTTT CTCGCGGACT 4060 

CCGGTTCCGT AGCGGTGGAA GTGGCGAT&A AAATGGCGTT GCAGTACTGG CAAGCCAAAG AlflO 

GCGAAGCGCG CCAGCGTTTT aCACCnCC GCAATGGHA TCATGGCGAT ACCmCGCG 4200 

CGATGTCGGT G7GCGATCCG GATAACTCAA TGCACAGTCT GTGGAAAGGC TACCTGCCAG 4260 

AAAACCTGTT TGCTCCCGCC CCGCAAAGCC GCATGGATGG CGAATGGGAT GAGCGCOATA 4320 

TGGTGGGCTT TGCCCGCCTG ATGGCGGCGC ATCGTCATGA AATCGCGGCG GTGATCAT1G 4360 

AGCCGATTGT CCAGGGCGCA GGCGGGATGC GaTGTACCA TCCGGAATGG TTAAAACGAA 4440 

TCCGCAAAAT ATGCGATCGC GAAGGTATCT TGCTGAHGC CGACGAGATC GCCACTGGAT 4500 

TTGGTCGTAC CQGClAAAaG TTTGCCTGTG AACATGCAGA AATCGCGCCG GACATTTrGT 4 560 

GCCTCGGTAA AGCCTTAACC GGCGGCACAA TGACCCTTTC CGCCACACTC ACCACGCGCG 4620 

AGGTTGCAGA AACCATCAGT AACGGTGAAG CCGGTTGCn TATGCATGGG CCAACTTTTA 4680 

TGGGCAATCC GCTGGCCTGC GCGGCAGCAA ACGCCAGCCT GGCGATTCTC GAATCTGGCG 4 740 

ACTGGCAGCA ACAGGTGGCG WTATTGAAG TACAGCTGCG CGAGCAACTT GCCCCCGCCC 4800 

GTGATGCCGA AATGGTTGCC GATGTGCGCG TACTGGGGGC CATTGGCGTG GTCGAAACCA 4660 

CTCATCCGGT GAATATGGCG GCGCTGCAAA AATTCTTTGT CGAACAGGGT GTCTGCIATCC 4920 

GGCCTTTTGG CAAACTGATT TACCTGATGC CGCCCTATAT TATTCTCCCG CAACAGTTGC 49S0 

AGCGTCTGAC CGCAGCGGTT AACCGCGCGG TACAGGATGA AACA 1 1 1 1 I [ TGCCAATAAC 5040 

GAGAAGTCCG CGTGAGGGTT TCTGGCTACA CmCTGCAA ACAAGAAAGG AGGGTTCATG 5100 

AAACTCATCA GTAACGATCT GCGCGATGGC GATAAATTGC CGCATCGTCA TGTCTTTAAC 5160 

GGCATGGGTT ACGATGGCGA TAATATTTCA CCGCATCTGG CGTGGGATGA TGTTCCTGCG 5220 

ggaacgaaaa gttttgttgt cacctgctac gacccggatg cgccaaccgg ctccggctgg 52 bo 

tggcactggg tagttgttaa cttacccgct gatacccgcg tattaccgca agggtttggc 53-: 
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TCTGGTCTGG TAGCAA7GCC AGACGGCGTT TTGCAGACGC GTACCGACTT TGGTAAAACC S400 

GGGTACGATG GCGCAGCACC GCCGAAAGGC GAaACTCATC GCTACATTTT 7ACCGTTCAC S460 

GCGCTGGATA TAGAACGTAT TOATGTCGAT GAAGGTGCCA GCGGCGCGAT GGTCGGGTTT 55^0 

AACGnCATT TCCAaCTCT GGCAAGCGCC TCGATTACTG CGATGTTTAG TTAATCACTC 558C 

TGCCAGA7GG CGCAATGCCA TCTGGTATCA CTTAAAGGTA HAAAAACAA CTTTTTGTCT 564 0 

TTTTACCTTC CCGTTTCGCT CAAGTTAGTA TAAAAAAGCA GGCTTCAACG GATTCATTTT 5700 

TCTATTTCAT AGCCCGGAGC AACCTGTGAA CACATTTTCA GTTTCCCGTC TGGCGCTG&: S760 

ATTGGCTTTT GGCGTGACGC TGACCGCCTG TAGCTCAACC CCGCCCGATC AACGTCCTTC 5820 

TGATCAAACC GCGCCTGGTA CCOAGCTCGA ATTCCTGCAG GCATGCAAGC TT 5872 



(2) INFORMATION ZU S£Q ID NO: 7; 

(i) SEOUENZ CHARArrERISTIICA: 

(A) LANGE: 384 Aminosauren 

(B) ART: Afflinosaurc 
(0) TOPOLOGIE: linear 

ART DES KXEKULS: Prot«ln 

(xi) SE0UEN2BESCHREIBUNG: SEO ID NO: 7: 

Met Ser Trp Gin Glu LyS Me Asn Ala Ala Leu Asp Ala Arg Arg Ala 

15 10 15 

Ala Asp Ala L«u Arg Arg Arg Tyr Pro Val Ala Gin Gly Ala Gly Arg 

20 25 30 

Trp Leu Val Ala Asp Asp Arg Gin Tyr Leu Asn Phe Ser Ser Asn Asp 
35 40 45 

Tyr Leu Gly Leu Ser His His Pro G1n Me lie Arg Ala Trp Gin Gin 
50 55 60 

Gly Ala Glu Gin Phe Gly lie Gly Ser Gly Gly S«r Gly His Val Ser 
65 70 75 80 

Gly Tyr Ser Val Val His Gin Ala Leu Glu Glu Glu Leu Ala Glu Trp 

85 90 95 

L«u Gly Tyr S«r Arg Ala Leu L«u Pho lie Ser Gly Phe Ala Ala Asn 

TOO 105 110 

Gin Ala Val He Ala Ala Met Met Ala Lys Glu Asp Arg He Ala Ala 

115 120 125 

Asp Arg Leu Ser His Ala Ser Leu Leu Glu Ala Ala Ser Leu Ser Pro 

130 135 140 

Ser Gin Leu Arg Arg Phe Ala His Asn Asp Val Thr His Leu Ala Arg 

145 150 155 160 

Leu Leu Ala Ser Pro Cys Pro Gly Gin Gin Met Val Val Thr Glu Gly 

165 170 175 

Val P^c Ser Met Asp Gly Asp Scr Ala Pro Leu Ala Glu Me Gin Gin 
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180 laS 190 

Val Thr Gin Gin Mis Asn Gly Trp Leu Met Va 1 Asp Asp Ala His Gly 
195 200 205 

Thr Gly Val He Gly Glu Gin Gly Arg Gly Scr Cys Trp Leu Gin tys 
?10 215 220 

Val Lys Pro Glu Leu Leu Val Val Thr Pbe Gly Lys Gly Phe Gly Val 
225 230 235 240 

Ser Gly AU Ala Val Lwu Cys S«r S«r Thr Val Ala Asp Tyr Leu Leu 

245 250 255 

Gin Phe Ala Arg His Leu lie Tyr Ser Thr Ser t^t Pro Pro Ala Gin 

260 265 270 

Ala Gin Ala Leu Arg Ala Ser Leu Ala Val lie Arg Ser Asp G1u Gly 

275 280 285 

Asp Ala Arq Arg Glu Lys Leu Ala Ala Leu He Thr Arg Phe Arg Ala 

290 295 300 

Gly Val Gin Asp Leu Pro Phe Thr Leu Ala Asp Ser Cys Ser Ala He 

305 310 315 3?0 

Gin Pro Leu He Val Gly Asp Asn Ser Arg Ala Leu Gin Leu Ala Glu 

325 330 335 

Lys Leu Arg Gin Gin Gly Cys Trp VaT Thr Ala lie Arg Pro Pro Thr 
340 34 5 350 

Val Pro Ala Gly Thr Ala Arg Leu Arg Leu Thr Leu Thr Ala Ala His 

355 360 365 

Glu Met Gin Asp lie Asp Ar^ Leu Leu GTu Val Leu His Gly Asn Gly 

370 375 380 



(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 8: 

(i) SCOUENZ CHARAmRISTIKA: 

(A) LANGE: 236 Afflioosauren 

(B) ART: Affiinosaure 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SECXJEN2BESCHREIBUNG: SEQ 10 NO: 8: 

Val Ser Lys Arg Tyr Phe Val Thr Gly Thr Asp Thr Glu Val Gly Lys 
IS 10 15 

Thr Val Ala Sor Cys Ala Lau Leu Gin Ala Ala Lys Ala Ala Gly Tyr 

20 25 30 

Arg Thr Ala G'y Tyr Lys Pro Val Ala Ser Gly Scr Glu Lys Thr K-r. 
30 40 Al 

olu Gly Leu Arg A^n Sor Asp Ala Leu Ala Leu Gin Arg Asn Sor S^--- 
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50 5S 60 

Lcu Gin Leu Asp " yr Ala Thr Val Asn Pro Tyr Thr Phe Ala Giu Pro 
6S 70 75 BO 

Thr Sor Pro His He lie Ser Ala Gin Glu Gly Arg Pro lie Glu Scr 
85 90 95 

Leu Val Mot. Sor AU Cily Leu Arg Ala Leu Glu Gin Gl^ Ala Asp Trp 

TOO 105 no 

Val Leu Val Glu Gly Ala Gly Gly Trp Phe Thr Pro Leu Sor Asp Thr 
nS 120 125 

Phe Thr Phe Ala Asp Trp Val Thr Gin Glu Gin Leu Pro Val He Leu 
130 135 IflO 

Val Val Gly val Lys Leu Gly Cys Il« Asn His Ala Met Lcu Thr Ala 

ISO 155 160 

Gin Val lie Gin His Ala Gly Leu Thr Leu Ala Gly Trp Val Ala Asn 

165 170 175 

Asp Val Thr Pro Pro Gly Lys Ar^ M1s Ala Glu Tyr Met Thr Thr Le^ 
180 185 190 

Thr Arg Met He Pro Ala Pro Leu Leu Gly Glu He Pro Trp Leu Ala 
195 200 205 

Glu Asn Pro Glu Asn Ala Ala Thr Gly Lys Tyr lie Asn Lou Ala Phe 

210 215 220 

Val Asp Ala S«r Thr Leu Gly Phe Thr Ser Arg Leu 
225 230 235 



(2) iNFORrATION 2U SEQ ID NO: 9: 

(i) SEOUENZ CHARAiaERISTItCA: 

(A) U^l: 143 Basenpaare 
(8) ART: Nuklelnsiurc 
(C) STRANGFORM: Ooppel 
(0) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART OES MOLEKULS: DNS (geoomsch) 

(iiO HYPOTHETISCH: NElN 

{ 111 ) ANTISENSl: UUH 

f^/l) URSPRUNLICHE HER<UNFT: 

(A) ORGAN ISMUS: Escherichia coli 

(vii) UNMIHELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON: pBO30 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLLJSSEL: COS 

CB) LAGE: 1..24 

CD) SONSTIGE ANGABEN: /partial 

/EC_number« 6.3.3.3 

/DrcxdL;ct= "Dethiobiotin Synthase" 

/geor* "bioO" 
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( ix) MCRKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSStL. COS 

(B) LAGE: 120. .U3 

(0) SONSTIGE ANGABEN; /partial 
/codon_start« 120 
/EC_f\umber. 2.6 1.62 
/product* "DAPA Synthase" 
/ganes "bioA" 
/pseudo 



(tx) MERtCMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL; RBS 

(B) LAGE: 111.. 122 

(0) SONSTIGE ANGABEN: /stan<Jard_name- "bioA RBS" 

MERKMALE: 
(A) NAM£/SCHL0SS£L: stfim_1oop 
(8) LAGE: 38.. 85 

(x) VEROFFENTLICHUNGSINFORMATION: 

(H) OOCIMENTNUWER: WO 87/01391 Bl 

(1) ANMELDEDATLIM: 26-AUG-19e6 

(J) VER0FFENTLICHUNG5TAG: 07-APR-1993 



(xi) SE0UENZBESCHREI6UNG: StQ 10 NO: 9: 



TAC ATA AAC CH GCC TT6 TTG TAGCCATTCT GTATTTGGTl AAATTGCGAG 51 
1yr ] 1« Asn Leo Ala Leu Leu 

1 5 

CGAGATCGCG TCTTCGAnG ACTGCAATTT AACCCTCTAG AGTCGACTCT AGGGTTTACA 1 1 1 

AGTCGAT7 ATG ACA ACG GAC GAT CH GCC TTT 143 
Met Thr Thr Asp Asp Leu Ala Phe 
1 5 



C2) INFORMATION ZU SEO ID NO: 10: 

CO SEOUENZ CHARAKTERISTllCA: 
(A) LAWGE: 8 Aniinosauren 
(8) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: lif>ear 

(n) ART DES MOLEKUlS: Prot«1n 

(xi) SEOUEN^BESCHREIBUNG: SEO ID NO: 10: 

Ty' He Asn L»u Ala Leu Leu 

T 5 



(2) INFORMATION ZU SEO 10 NO: 11: 

(O SE0UEN2 CHARAiaERlSTItCA: 

(A) LA^X3E: 7 Aminosaurcn 

(B) ART: Amirosaurg 
(0) TOPOLOGIE: linear 

{11) ART DES MOLEKULS: Protein 

vvi) SEOUENZBESCHRElBUfJG' SEO 10 tC. ' \ 
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Mot Thr Thr Asp Asp Leu Ala PhC 



(2) JNfORMATION 2U SEQ ID NO: 12: 



;i) SE0UEN2 CHARAtaERISTlKA: 
(A) LANGE: 93 Sasenpaare 
(8) ART: Nukleinsaure 
(C) STRANGFORM: Doppel 
(0) TOPaOGlE: lirwar 



(li) ART OES MOLEXULS: ONS (gerxxnisch) 



(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



(iiS) ANTISENSE: NEIN 



(vi) URSPRUNLICHE HERtCUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia col i 



(vn) UNMITTELBARE HER<UNFT: 
(6) CLON: p6030A-9 



(>x) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEl: CDS 

(B) LAGE: l..?4 

CD) SaNSTlGE ANGABEN: /partial 
/codoo start- ^ 
/EC_ number* 6.3,3.3 
/product* "DTB Synthase" 
/9ene= "bioO" 

MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL; CDS 

(B) LAGE: 70.. 93 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /partial 
/codon^starx- 70 
/ECnomber* 2.6. 1 . 62 
/product- "DA PA Synthase" 
/gener "bloA" 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: RBS 
(6) UGE: 61.. 72 

(0) SONSTIGE ANGABEN: /standard^na^*. "bioA RBS" 

Cx) VER0FFENTLICHUNGSINFOR^^ATIO^J: 

(H) DOOJMENTNUeflEfl: wO 87/01391 C' 

(1) A^#1ELD£0ATLM: 26-.AUG-T9B6 

(J) VEROFFENTLICHUNGSTAG; 07-APK-1C93 

(xO SE0UEN2BESCHREIBUNG: SEO ID fJO: 12: 

TAC ATA AAC CTT GCC TTG TTG TAGCCATTCT GTAmGGTT CGTCGACTCT 
Tyr lie Asn Leu Ala Lqu Leo 
T 5 

AGGGTTTACA AGTCGAH ATG ACA ACG GAG GAT CH GCC TTT 
Met Thr Thr Asp Asp lOvj Ala Phe 
1 



(2) INFORMATION 2U SEO 10 NO' 13: 
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(i) SE(XJENZ CHARAKTERISTltCA: 

(A) LANGE: 8 Aininosauren 

(B) ART: Aniinos*ure 
(0) TOPOLOGIE: lioe»r 

(^^) ART DCS MOtEKULS: Prorein 

(xi) SEOUENZBESCHREieUNG: SEO ID NO: 13: 

Tyr He Asn Leu AU Leu Leu 

T 5 



(2) INFORMATION 2U SEO ID NO: 14: 

CO SEQUEN2 CHARAIGERISTIKA: 

(A) LANGE: 7 Annnosauren 

(B) ART: Aminotaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART OES MOLEtCULS: Protein 

(-0 SEOOENZBESCHREIBUNG: SEO 10 NO: U: 

Met Thr Thr Asp Asp Leu AU Phe 

1 5 

(2) INFORMATION ZU SEO ID NO: 15: 

(i) SEOUENZ CHARACTER I ST I KA: 

(A) LANGE: 77 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Ooppel 
CD) TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLE<ULS: DNS Cgano^isch) 

(m) HYPOTHETISCH: NEIN 

{y^^) ANTISEN5E: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERICUNF7: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia col^ 

Cvii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON: PB030A-1S 

MER>WALE: 
(A) NAHE/SCHLUSSEL: CDS 
CB) UGE: 1..57 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /partial 

/codon starts 1 
/function- "altered 3* -end" 
/EC_numberir 6.3. 3. 3 
/products "DTB Synthase" 
/gene* "bioD" 

( ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLLTSSEL: COS 

(B) LAGE: W..77 

(0) SONSTIGE ANGABEN: /partial 
/codor startr 
/EC numt>er« 2.S.^,S2 
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/product.- "OAPA Synthase*' 
/gene- "bioA" 

(ix) MERKMALE- 

;a) NAM£/SCHLUSSa: RBS 
(BJ LAGE: 4S. .56 

(D) SOnSTIGE ANGABEN: /stand»rd_name= "bioA RBS" 

(x) VEROFFENTLICHUNGSINrORMATION: 

(H) DOCUMENT Nl>MER: WO 87/01391 Bl 

(I) ANMELDEDATUM: 26-AUG-1986 

(J) VEROFFENTLICHUNGSTAG; 07-APfi-1993 

(xi) SEOUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

TAG ATA AAC CTT GCC HC GTC GaC GCG ICG ACT CTA GGG TTT ACA AGT 48 
Tyr He Asn Leu Ala Phe Val Asp Ala Ser Thr Leu Gly Phe Thr S«r 

IS 10 IS 

CGA HA TGACAACGGA CGATCnOCC TTT 77 
Arg Leu 



(?) INFORMATION ZU SEO ID NO: 16: 

(i) SEOUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE : 18 A/mnosauren 

(B) ART: Amiros»ur« 
(D) TOPOlOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protem 

(*0 SEOUENZBESCHREIBUNG: SEO ID NO: 16: 

Tyr lU Asn Leu Ala Phe Val Asp Ala Ser Thr Leu Gly Ptw Thr Ser 

IS 10 15 

Arg Leu 



(2) iNfORMATlON ZU SEQ 10 NO: 17; 

(i) SEOUENZ CHARACTER I ST IKA: 

(A) LANGE: 125 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsiure 

(C) STRANGFORM: Doppel 
(0) TOPaOGIE: linear , 

ART DES nOLEKiiLS: DNS (geoOTisch) 

{^^^) HYPOTHETISCH: NEIN 

(Til) ANTISENSE: NElN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMIS: Escherichia coli 

(vii) UNMITTEL&ARE HERKUNFT: 

(B) CLON: DB030A-lS/9e5t 



( ix) MERKMALE : 

CA) NAMl/SCHLOSSIL: -lOsignal 
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(0) SONSTIGE ANGASlN: /$tanOara_namc'- ' prorrotc- ptjc" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEl: orwtcr 
( B ) LAGE : 1.96 

(C) ART OER ERMITTLUNG: expertirtcntell 

(0) SONSTIGE ANGABEM- /function^ "promoter ptac" 

/evidence- EXPERIMENTAL 

(x) VEROFFENT LI CHUNGS INFORMATION: 

(H) OOCUMENTNUWER: WO 87/01391 Bl 

(1) ANH£LDE0ATLf1: 26-AUG-1986 

CJ) VEROFFENTLICHUNGSTAG: 07-APR-1993 

(Ki) SEOUENZBESCHREIBUNG: SEC 10 NO: 17: 
AAGCTTACTC CCCATCCCCC TGTTGACAAT TAATCATCGG CTCGTATAAT GTGTGGAATT 60 
GTGAGCGGAT AACAATT7CA CACAGGAAAC AGGATCGGTA CCTTAGGAGG 7GACTA6TCA 120 
TGGCT 125 
(?) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 18: 

CO SEOUENZ CHARAtaERISTIICA: 

(A) LANGE: 126 Basenpaare 

(B) ART: Nuklftlnsjiure 
CO STRANGFORM: Doppel 
CD) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DCS MOLEKULS: DNS ( geoomi sch ) 

(in) HYP0THETISC>4: NEIN 

(ill) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERlfUNFT: 

(A) ORGANISMliS: Escherichia co)^ 

Cvn) UffllTTELBARE HERICUNFT: 

(B) aON: PBO30A-15/16 

(ik) MERKMAU: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: promoter 

(B) LAGE: 1..96 

(C) ART OER ERMITTLUNG: expenmeniLel 1 

(D) SONSTIGE AWGABEN: /function* "promotpr ptac" 

/evidence* EXPERIMENTAL 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLliSSEL: RBS 
CB) LAGE: 105.. 123 

CO ART OER ERMITTLUNG: expenrncntol 1 
(D) SONSTIGE ANGABEN: /evidence^ EXPERIMENTAL 
/standard name- "bioB RBS no. 16" 

(k) VEROFFENTL I CHUNGS INFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUhMER: WO 87/01391 Bl 

(I) ANMELOEOATUM: 26-AUG-19B6 

(J) VEROFFENTLICHUNGSTAG: 07-APR-1993 



(xi) sEOUENZB£SCHREIBu^JG: sro 10 n:- 1G 
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AAGCTTACTC CCCATCCCCC TGTTGACAAT TAATCATCGG CTCGTAlAAT GTGTGGAATT 6C 
GTGAGCGGAT AACAAmCA CaCAGGAAAC AGGATCGGTA CCTAAGGAGG TTTACTAGTC 1?0 
ATGGCT 126 
(2) INFORMATION 2U SEO 10 NO: 19: 

(i) SE0UEN2 CHARAmRISTIKA: 

(A) LANGE: 122 Basenpaare 

(B) ART; Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Oopp«l 

(D) TOPOLOGIE: linear 

ART OES MOLEKULS: ONS (ganomisch) 
(lii) HYPOTHCTISCH: N£IN 
ANT3SENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANIS^WS: Escherichia coU 

(vM) UfWITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON: PB030A-15/9 

(ix) MERtCMALE: 

(A) NAME/SCHLliSSEL: promoter 

(0) LAGE: 1..96 

(C) ART OCR ERMITTLLING: expenmentel 1 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /fuf>ction- 'Vromotor ptac" 

/evidences EXPERIMENTAL 

(ix) MERtCMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: RBS 
CB) LAGE: 105,-119 

(C) ART DER ERMITTLUNG: expenmente 1 1 
CD) SONSTIGE ANGABEN: /evidence* EXPERIMENTAL 
/ttarKJara_naine« "bioB RBS no. 9" 

(x) VEROFFENTLICHUNGSINFORMATION: 

(H) OOCUMENTNUf^ER: WO 87/01391 Bl 

(1) ANMELDEDATUM: 26-AUG-1966 

(J) VEROFFENTLICHUNGSTAG: 07-APR-1993 

SE0UEN2BESCHREIBUNG: SEQ 10 NO: 19: 
AAGCTTACTC CCCATCCCXIC TGTTGACAAT TAATCATCGG CTCGTAlAAT GTGTGGAAH 60 
GTGAGCGGAT AACAATTTCA CACAGGAAAC AGGATCGGTA CCTAAGGAGA CTAGTCAIGC 120 
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Anspriiche 

1. DNA-Fragment umfassend die Gene der Biot in-Biosynthese 
5 bioB , bioF . bioC , bioD und bioA Oder deren funktionell 

aquivalente genet-ische Varianten und Mutanten aus Ente- 
robakterien, worin die Gene in einer Transkr iptionsein- 
heit angeordnet sind. 

10 2. DNA-Fragment nach Anspruch 1, worin die Enterobakterien 

ausgewahlt sind aus der Gruppe der Gattungen Escherichia , 
Salmonella und Citrobacter . 

3. DNA-Fragment nach Anspruch 1 oder 2, worin die Enterobak- 
15 terien ausgewahlt sind aus der Spezies Escherichia coli . 

4. DNA-Fragment nach einem der Anspriiche 1 bis 3, -orin das 
genregulatorische Element der Transkriptionseinheit den 
tac-Promotor umf a/3t . 

20 

5. DNA-Fragment nach einem der Anspriiche 1 bis 4, worin das 
genregulatorische Element, in direkter Verkniipfung mit 
dem bioB -Gen « die Sequenz umfa/3t; 

AAGCTTACTC CCCATCCCCC TGTTGACAAT TAATCATCGG CTCGTATAAT GTGTGGAATT 

2 5 GTGAGCGGAT AACAATTTCA CACAGGAAAC AGGATCGGTA CCTTAGGAGG TGACTAGTC 

6. DNA-Fragment nach einem der Anspriiche 1 bis 4, worin das 
genregulatorisdhe Element, in direkter Verkniipfung mit 
dem bioB-Gen, die Sequenz umfa/it: 

3 0 AAGCTTACTC CCCATCCCCC TGTTGACAAT TAATCATCGG CTCGTATAAT GTGTGGAATT 

GTGAGCGGAT AACAATTTCA CACAGGAAAC AGGATCGGTA CCTAAGGAGG TTTACTAGTC 
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7. DNA-Fragment nach einem der Anspruche 1 bis 4, worin das 
genregulatorische Element, in direkter Verkniipfung mit 
dem bioB-Gen, die Sequenz umfaftt: 

AAGCTTACTC CCCATCCCCC TGTTGACAAT TAATCATCGG CTCGTATAAT GTGTGGAATT 
5 GTGAGCGGAT AACAATTTCA CACAGGAAAC AGGATCGGTA CCTAAGGAGA CTAGTC 

8. DNA-Fragment nach einem der Anspruche 1 bis 7, worin der 
Abstand zwischen den in der Transkriptionseinheit auf ein- 
anderf olgenden Genen bioD und bioA nicht mehr als 50bp 

10 betragt. 

9. DNA-Fragment nach emem der Anspruche 1 bis 8, worin die 
Gene bioD und bioA derart angeordnet sind, da/i der 3*- 
Terminus des bioD -Gens die Ribosomenbindungsstelle fur 

15 das bioA-Gen umfaBt, 

10. Plasmid, enthaltend ein DNA-Fragment nach einem der An- 
spruche 1 bis 9. 

20 11. Plasmid pBO30A-15/9, wie hinterlegt in E. coli XLl-Blue, 

E. coli BM4062 Oder E. col ED8767 unter den Hinterle- 
gungsnummern DSM 7246, DSM 7247 bzw. DSM 8554. 

12. Plasmid pB047, wie hinterlegt in Aqrobacterium/Rhizobium 
25 sp . HK4 unter der Hinterlegungsnummer DSM 8555. 

13. Mikroorganismus , enthaltend ein DNA-Fragment oder ein 
Plasmid nach einem der Anspruche 1 bis 12. 

30 14. E. coli XLl-Blue, E. coli BM4062 und E. coli ED8767, je- 

weils enthaltend Plasmid pBO30A-13/9, hinterlegt unter 
den Hinterlegungsnummern DSM 7246, DSM 7247 bzw. DSM 
8554, sowie deren genetische Varianten und Mutanten. 
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15. Aqrobacterium/Rhizobiuin sp HK4 . enthaltend Plasmid pB047 , 
hinterlegt unter der Hinter legungsnummer DSM 8555, sowie 
dessen genetische Varianten und Mutanten. 

5 16. Biotechnologisches Verfahren zur Biot insynthese , worin 

eine verstof f wechselbare Kohlenstoff quelle mittels eines 
Mikroorganismus nach einem der Anspriiche 13 bis 15 zu 
Biotin fermentiert wird. 

10 17. Verfahren zur Herstellung von Biotin, das die Umsetzung 

von Dethiobiotin zu Biotin im zellfreien System mittels 
Biotinsynthase umfaBt, worin die Umsetzung in Gegenwart 
von Thiaminpyrophosphat , NADPH , S-Adenosy Imethionin , 
Fe^'*'-Ionen , Cystein und wenigstens einer weiteren Ami- 

15 nosaure aus der Gruppe Asparagin, Asparaginsaure, Glu- 

tamin und Serin erfolgt. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, worin die Umsetzung in Gegen- 
wart von Flavodoxin und Ferredoxin (Flavodoxin) -NADP"*"- 

20 Reduktase durchgefiihrt wird, 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 oder 18, worin die 
Umsetzung in Gegenwart einer Proteinf raktion durchgefiihrt 
wird, die erhaltlich ist durch Ammoniumsulf at-Prazipita- 

25 tion, bei 45%-iger Sattigung, eines Zellextrakts von 

Escherichia coli . 

20. Proteinf raktion mit Biotinsynthase-stimulierender Wir- 
kung, erhaltlich durch Ammoniumsulf at-Prazipitation , bei 

30 45%-iger Sattigung, eines Zellextrakts von Escherichia 

coli . 



35 



21. 



Verwendung einer Proteinf raktion gema/i Anspruch 20 in 
einem Verfahren zur Herstellung von Biotin im zellfreien 
System . 
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22. Verwendung von Flavodoxin und Ferredoxin ( Flavodoxin) - 
NADP'*"-Redu}ctase in eineiri Verfahren zur Herstellung von 
Biotin im zellfreien System. 



5 23. Verwendung von Thiaminpyrophosphat und/oder NADPH 

und/oder S-Adenosylmethionin und/oder Fe^'^-Ionen und/oder 
Cystein und/oder wenigstens einer weiteren Aininosaure aus 
der Gruppe Asparagin, Asparaginsaure , Glutainin und Serin, 
einzeln oder in Kombination, in einem Verfahren zur Her- 
10 stellung von Biotin in zellfreien System. 
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Fig. 1 

Biotinstoffwechselweg 

KohlenstofTquelle 
(z. B. Glucose) 

J, 

Enzym: Pimeloyl-CoA-synthetase 
Pimeloyl-CoA 



bioF 

Enzym: KAPA-synthetase 

KAPA 

(7-Keto-8-aniinopelargonsaure) 



bioA 

Enzym: DAPA-Amino-transferase 

DAPA 

(7,8 -Diaminopelargonsau re) 



bioD 

Enzym: DTB-synthetase 

DTB 

(Dethiobiotin) 



Enzym: Biotinsynthetase 



Biotin 
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Fig. 4A 



bioB^ 

BamHI Ncol 

p bioB : : lacZ - 2 5 ' - AGGAAAC AGG ATCC ATGGCT 

3 ' - TCCT TTG TCCT AGGTACCGA 
SD SD Met 

BamHI 



5 ' -AGGAAACAG GATCCATGGCT 
3 • -TCCTTTGTCCTA^ G TAC CGA 
SD Met 

Klenow fill-in 

Ncol 

5 * -AGGAAACAGgATg GATCCATGGCT 
3 ' - TC CT TTG TC CT Ag fcTAcgG TAC CGA 
SD SD Met 



I Kenl lin 



ker 



( BamHI ) _KpnI_ BamHI Ncol 
pbioB : : lacZ / Kpn l 5 ' -AGGAAACAGGATgr'CGG'f ACCC^ATCCATGGCT 

3 ' - TCCT TTG TCCT AgjGCCATGGdCTAGG TAC CGA 
SD SD Met 

I Kpn l / Ncol 

( BamHI ) 

5 ' -AGGAAACAGGATjSrCGGTAC C ATGGCT 

3 ' - TCCT TTG TCCT AgGC CGA 
SD SD 

Ligation mit 985E 

( BamHI ) 

5 ' -AGGAAACAGGATj^CGGTAC _ _ CATGGCT 
3 ' -TCCTTTGTCCTA0GcfcVTlfGYAf 

SD SD ' "Met 

Klenow fill-in 

( BamHI) Kpnl _ ^ Spel 

pbioB: : lacZ /985E 5 ' -AGGAAACAGGAT^CGGTACSTTAGGAGGTGACTAGTfcATGGCT 

3 ' - TCCT TTG TCCT AgGCCATGGAA TCCfcV ACTGATCAG TAC CGA 
SD SD SD Met 
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Fig, 4B 



bioB 



Kpnl 



pbioB: : lacZ/985E 5 ' -AGGAAACAGGATCGGTACCTTAGGAGGTGACTAGTCATGGCT 

3 * -TCCTTTGTC£TAGCCATGGAATCCTCCACTGATCAGTAC 
SD SD SD Met 



Kpn l / Spe l 



5 ' -AGGAAACAGGATCGGTAC 
3 ' "TCCTTTGTCCTAGC 



CTAGTCATGGCT 
AGTACCGA 
Met 



Oligonukleotide 



SD17 



TT 

3 * -CATGGAATCCTCTGATC 



SD-19 



TT TT 
3 ' -CATGGAATCCTCAATGATC 
C 



SD21 



TTTT 

3 ' -CATGGAATCCTCAAAATGATC 
C C 



Ligation 
Klenow fill-in 



P bioB : : lacZ / 1 6 



Kpnl 



Spel 



5 -AGGAAACAGGATCGGTACCTAAGGAGGTTTACTAGTCATGGCT 
3 ' -TCCTTTGT££IAGCCATGGATTCCTCCAAATGATCAGTACCGA 



SD 



SD 



SD 



Met 



P bioB : : lacZ/9 



Kpnl 



Spel 



5 • -AGGAAACAGGATCGGTACCTAAGGAGACTAGTCATGGCT 
3 ' -TCCTTTCT£CTAGCCATGGATTCCTCTGATCAGTACCGA 



SD 



SD 



SD 



Met 
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Fig. 6A 

Hindll l Hindll 
1 5 • -AAGCTl^ACTCCCCATCCCCCT'G TTGAdAA TTAATCATCGGCTCG TATAAT GTGTGGAATT 

-35 p tac -10 H-i 

Kpnl Saul Spel bioB 
61 GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGGATCGGTACCTAAGGAGACTAGTCATGG 

SD METAla 



1 2 1 CTCACCGCCCACGCTGGACATTGTCGCAAGTCACAGAATTATTTGAAAAACCGTTGCTGG 

HisArgProArgTrpThrLeuSerGlnValThrGluLeuPheGluLysProLeuLeuAsp 



1 8 1 ATCTGCTGTTTGAAGCGCAGCAGGTGCATCGCCAGCATTTCGATCCTCGTCAGGTGCAGG 

LeuLeuPheGluAlaGlnGlnValHisArgGlnHisPheAspProArgGlnValGlnVal 



2 4 1 TCAGCACGTTGCTGTCGATTAAGACCGGAGCTTGTCCGGAAGATTGC AAATACTGCCGGC 

SerThrLeuLeuSerlleLysThrGlyAlaCysProGluAspCysLysTyrCysProGln 



3 0 1 AAAGCTCGCGCTACAAAACCGGGCTGGAAGCCGAGCGGTTGATGGAAGTTGAACAGGTGC 

SerSerArgTyrLysThrGlyLeuGluAlaGluArgLeuMETGluValGluGlnValLeu 

pssHII 

3 6 1 TGGAGTCGGCGCGCAAAGCGAAAGCGGCAGGATCGACGCGCTTCTGTATGGGCGCGGCGT 

GluSerAlaArgLysAlaLysAlaAlaGlySerThrArgPheCysMETGlyAlaAlaTrp 



4 2 1 GGAAG AATCCCCACGAACGCG ATATGCCGTACCTGGAACAAATGGTGCAGGGGGTAAAAG 

LysAsnProHisGluArgAspMETProTyrLeuGluGlnMETValGlnGlyValLysAla 



4 8 1 CGATGGGGCTGGAGGCGTGTATGACGCTGGGCACGTTGAGTGAATCTCAGGCGCAGCGCC 

METGlyLeuGluAlaCysMETThrLeuGlyThrLeuSerGluSerGlnAlaGlnArgLeu 

Nrul 

5 4 1 tcgcgSacgccgggctggattactacaaccacaacctggacacctcgccggagttttacg 

AlatAsnAlaGlyLeuAspTyrTyrAsnHisAsnLeuAspThrSerProGluPheTyrGly 



6 0 1 GCAATATCATCACCACACGCACTTATCAGGAACGCCTCGATACGCTGGAAAAAGTGCGCG 

AsnllelleThrThrArgThrTyrGlnGluArgLeuAspThrLeuGluLysValArgAsp 



6 6 1 ATGCCGGGATCAAAGTCTGTTCTGGCGGCATTGTGGGCTTAGGCGAAACGGTAAAAGATC 

AlaGlylleLysValCysSerGlyGlylleValGlyLeuGlyGluThrValLysAspArg 



7 2 1 GCGCCGGATTATTGCTGCAACTGGCAAACCTGCCGACGCCGCCGGAAAGCGTGCCAATCA 

AlaGlyLeuLeuLeuGlnLeuAlaAsnLeuProThrProProGluSerValProIleAsn 



7 8 1 ACATGCTGGTG AAGGTGAAAGGCACGCCGCTTGCCGATAACGATGATGTCGATGCCTTTG 

METLeuValLysValLysGlyThrProLeuAlaAspAsnAspAspValAspAlaPheAsp 
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Fig. 6B 

(BspHI ) 

8 4 ^ attttattcgcaccattgcggtcgcgcggatcatgStgccaacctcttacgtgcgccttt 

PhelleArgThrlleAlaValAlaArglleMETMETProThrSerTyrVaiArgLeuSer 



9 0 1 CTGCCGGACGCGAGCAGATGAACGAACAGACTCAGGCGATGTGCTTTATGGCAGGCGCAA 

AlaGlyArgGluGlnMETAsnGluGlnThrGlnAlaMETCysPheMETAlaGlyAlaAsn 



9 6 1 ACTCGATTTTCTACGGTTGCAAACTGCTGACCACGCCGAATCCGGAAGAAG ATAAAGACC 

SerllePheTyrGlyCysLysLeuLeuThrThrProAsnProGluGluAspLysAspLeu 



1021 TGCAACTGTTCCGCAAACTGGGGCTAAATCCGCAGGAAACTGCCGTGCTGGCi^. ^ ^GGATA 

GlnLeuPheArgLysLeuGlyLeuAsnProGlnGlnThrAlaValLeuAlaGlyAspAsn 

Sspl 

1081 acgaacaacagcaacgtcttgaacaggcgctgatgaccccggacaccgaccJaatattAca 

GluGlnGlnGlnArgLeuGluGlnAlaLeuMETThrProAspThrAspGluTyrTyrAsn 
bioF 

1141 ACGCGGCAGCATTATGAGCTGGCAGGAGAAAATCAACGCGGCGCTCGATGCGCGGCGTGC 
SD METSerTrpGlnGluLysIleAsnAlaAlaLeuAspAlaArgArgAla 
AlaAlaAlaLeu*** 



1201 TGCCGATGCCCTGCGTCGCCGTTATCCGGTGGCGCAAGGAGCCGGACGCTGGCTGGTGGC 
AlaAspAlaLeuArgArgArgTyrProValAlaGlnGlyAlaGlyArgTrpLeuValAla 



1261 GGATGATCGCCAGTATCTGAACTTTTCCAGTAACGATTATTTAGGTTTAAGCCATCATCC 
AspAspArgGlnTyrLeuAsnPheSerSerAsnAspTyrLeuGlyLeuSerHisHisPro 



13 21 GCAAATTATCCGTGCCTGGCAGCAGGGGGCGGAGCAATTTGGCATCGGTAGCGGCGGCTC 
GlnllelleArgAlaTrpGlnGlnGlyAlaGluGlnPheGlylleGlySerGlyGlySer 



1381 CGGTCACGTCAGCGGTTATAGCGTGGTGCATCAGGCACTGGAAGAAGAGCTGGCCGAGTG 
GlyHisValSerGlyTyrSerValValHisGlnAlaLeuGluGluGluLeuAlaGluTrp 



1441 GCTTGGCTATTCGCGGGCACTGCTGTTTATCTCTGGTTTCGCCGCTAATCAGGCAGTTAT 
LeuGlyTyrSerAxgAlaLeuLeUPhelleSerGlyPheAlaAlaAsnGlnAlaVallle 

Avail 

1501 tgccgcgatgatggcgaaaga'ggacc'gtattgctgccgaccggcttagccatgcctcatt 
AlaAlaMETMETAlaLysGluAspArglleAlaAlaAspArgLeuSerHisAlaSerLeu 



1561 GCTGGAAGCTGCCAGTTTAAGCCCGTCGCAGCTTCGCCGTTTTGCTCATAACGATGTCAC 
LeuGluAlaAlaSerLeuSerProSerGlnLeuArgArgPheAlaHisAsnAspValThr 



1621 TCATTTGGCGCGATTGCTTGCTTCCCCCTGTCCGGGGCAGCAAATGGTGGTG ACAGAAGG 
HisLeuAlaArgLeuLeuAlaSerProCysProGlyGlnGlnMETValValThrGluGly 
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Fig, 6C 



1681 CGTGTTC AGCATGGACGGCGATAGTGCGCCACTGGCGGAAATCCAGC AGGTAACGCA AC A 
ValPheSerMETAspGlyAspSerAlaProLeuAlaGluIleGlnGlnValThrGlnGln 

1741 GCACAATGGCTGGTTGATGGTCGATGATGCCCACGGC ACGGGCGTTATCGGGGAGCAGGG 
HisAsnGlyTrpLeuMETValAspAspAlaHisGlyThrGlyVallleGlyGluGlnGly 

PvuII 

1801 GCGCGG'CAGCTG'CTGGCTGCAAAAGGTAAAACCAGAATTGCTGGTAGTGACTTTTGGCAA 
ArgGlySerCysTrpLeuGlnLysValLysProGluLeuLeuValValThrPheGlyLys 

1861 AGGATTTGGCGTCAGCGGGGCAGCGGTGCTTTGCTCCAGTACGGTGGCGGATTATCTGCT 
GlyPheGlyValSerGlyAlaAlaValLeuCysSerSerThrValAlaAspTyrLeuLeu 

1921 GCAATTCGCCCGCCACCTTATCTACAGCACCAGTATGCCGCCCGCTCAGGCGCAGGCATT 
GlnPheAlaArgHisLeuIleTyrSerThrSerMETProProAlaGlnAlaGlnAlaLeu 

1981 ACGTGCGTCGCTGGCGGTCATTCGCAGTGATGAGGGTGATGCACGGCGCGAAAAACTGGC 
ArgAlaSerLeuAlaVallleArgSerAspGluGlyAspAlaArgArgGluLysLeuAla 



2041 GGCACTCATTACGCGTTTTCGTGCCGGAGTACAGGATTTGCCGTTTACGCTTGCTGATTC 
AlaLeuIleThrArgPheArgAlaGlyValGlnAspLeuProPheThrLeuA'laAspSer 

2101 ATGCAGCGCCATCCAGCCATTGATTGTCGGTGATAACAGCCGTGCGTTACAACTGGCAGA 
CysSerAlalleGlnProLeuIleValGlyAspAsnSerArgAlaLeuGlnLeuAlaGlu 

2161 AAAACTGCGTCAGCAAGGCTGCTGGGTCACGGCGATTCGCCCGCCAACCGTACCCGCTGG 
LysLeuArgGlnGlnGlyCysTrpValThrAlalleArgProProThrValProAlaGly 

^ FsPl EcoRV 
2221 TACTGCGCGACTGCGCTTAACGCTAACCGtfTGCGCAiTGAAATGCAG'GATATC'GACCGTCT 
ThrAlaArgLeuArgLeuThrLeuThrAlaAlaHisGluMETGlnAspIleAspArgLeu 

bioC 

2281 GCTGGAGGTGCTGCATGGC AACGGTTAATAAAC AAGCC ATTGCAGCGGCATTTGGTCGGG 

SD METAlaThrValAsnLysGlnAlalleAlaAleLAlaPheGlyArgAla 
LeuGluValLeuHisGlyAsnGly****'^* 

Bqlll 



2341 CAGCCGCACACTATGAGC AACATGCAGATCTACAGCGCCAGAGTGCTGACGCCTTACTGG 

AlELAlaHisTyrGluGlnHisAlaAspLeuGlnArgGlnSerAlaAspAlaLeuLeuAla 

( Avail ) 

2 4 01 CAATGCTTCCACAGCGTAAATACACCCACGTACTGGACGCGGGTTGTGGACCTGGCTGGA 

METLeuProGlnArgLysTyrThrHisValLeuAspAlaGlyCysGlyProGlyTrpMET 

Bqlll 



2461 TGAGCCGCCACTGGCGGGAACGTCACGCGCAGGTGACGGCCTTAGATC'I'CTCGCCGCCAA 

SerArgHisTrpArgGluArgHisAiaGlnValThrAlaLeuAspLeuSerProProMET 
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2521 tgcttgttcaggcacgccagaaggatgccgcagaccattatctggcggga'gatatc'gaat 

LeuValGlnAlaArgGlnLysAspAlaAlaAspHisTyrLeuAlaGlyAspIleGluSer 

2581 CCCTGCCGTTAGCGACTGCGACGTTCGATCTTGCATGGAGCAATCTCGCAGTGCAGTGGT 

LeuProLeuAlaThrAlaThrPheAspLeuAlaTrpSerAsnLeuAlaValGlnTrpCys 

2541 GCGGTAATTTATCCACGGCACTCCGCGAGCTGTATCGGGTGGTGCGCCCCAAAGGCGTGG 

GlyAsnLeuSerThrAlaLeuArgGluLeuTyrArgValValArgProLysGly Valval 

27 01 TCGCGTTTACCACGCTGGTGC AGGGATCGTTACCCGAACTGCATCAGGCGTGGCAGGCGG 

AlaPheThrThrLeuValGlnGlySerLeuProGluLeuHisGlnAlaTrpGlnAlaVal 

SphI 



27 61 TGGACGAGCGTCC'GCATGC^'AATCGCTTTTTACCGCCAGATGAAATCGAACAGTCGCTGA 

AspGluArgProHisAlaAsnArgPheLeuProProAspGluIleGluGlnSerLeuAsn 

2821 ACGGCGTGCATTATCAACATCATATTCAGCCCATCACGCTGTGGTTTGATGATGCGCTCA 

GlyValHisTyrGlnHisHisIleGlnProIleThrLeuTrpPheAspAspAlaLeuSer 

BspHI 

2881 GTGCCATGCGTTCGCTGAAAGGCATCGGTGCCACGCATCrtCATGAlAGGGCGCGACCCGC 

AlaMETArgSerLeuLysGlylleGlyAlaThrHisLeuHisGluGlyArgAspProArg 

Sspl Mlul 

2941 GAATATTAACGCGTTCGC AGTTGC AGCGATTGCAACTGGCCTGGCCGCAACAGCAGGGGC 

IleLeuThrArgSerGlnLeuGlnArgLeuGlnLeuAlaTrpProGlnGlnGlnGlyArg 

EcoRV Modi 5 

3001 GATATCCTCTGACGTATCATCTTTTTTTGGGAGTGATTGCTCGTGAGTAAACGTTATTTT 

SD xMETSerLysArgTyrPhe 
TyrProLeuThrTyrHisLeuPheLeuGlyVallleAlaArgGlu*** 

Snol 

3061 GTCACCGGAACGGATACCGAAGTGGGGAAAACTGTCGCCAGTTbTGCAC^TTTTACAAGCC 
ValThrGlyThrAspThrGluValGlyLysThrValAlaSerCysAlaLeuLeuGlnAla 

3121 GCAAAGGCAGCAGGCTACCGGACGGCAGGTTATAAACCGGTCGCCTCTGGCAGCGAAAAG 
AlaLysAlaAlaGlyTyrArgThrAlaGlyTyrLysProValAlaSerGlySerGluLys 

PstI 

3181 ACCCCGGAAGGTTTACGCAATAGCGACGCGCTGGCGTTACAGCGCAACAGCAGCtTGCAG' 
ThrProGluGlyLeuArgAsnSerAspAlaLeuAlaLeuGlnArgAsnSerSerLeuGln 

PvuII 

3241 CTGCSATTACGCAACAGTAAATCCTTACACCTTCGCAGAACCCACTTCGCCGCACATCATC 
LeuAspTyrAlaThrValAsnProTyrThrPheAlaGluProThrSerProHisIlelle 
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Fig. 6E 



BssHII BssHII 
3301 AGCGCGCkAGAGGGCAGACCGATAGAATCATTGGTAATGAGCGCCGGATTAC'GCGCGC^ 
SerAlaGlnGluGlyArgProIleGluSerLeuValMETSerAlaGlyLeuArgAlaLeu 



3361 GAACAACAGGCTGACTGGGTGTTAGTGGAAGGTGCTGGCGGCTGGTTTACGCCGCTTTCT 
GluGlnGlnAlaAspTrpValLeuValGluGlyAlaGlyGlyTrpPheThrProLeuSer 



34 21 GACACTTTCACTTTTGCAGATTGGGTAACACAGGAACAACTGCCGGTGATACTGGTAGTT 
AspThrPheThrPheAlaAspTrpValThrGlnGluGlnLeuProVallleLeuValVal 

Hindi I 

3481 ggtgtgaaactcggctgtattaatcacgcgat'gttgac'tgcacaggtaatacaacacgcc 
GlyValLysLeuGlyCysIleAsnHisAlaMETLeuThrAlaGlnVallleGlnHisAla 



3541 GGACTGACTCTGGCGGGTTGGGTGGCGAACGATGTTACGCCTCCGGGAAAACGTCACGCT 
GlyLeuThrLeuAlaGlyTrpValAlaAsnAspValThrProProGlyLysArgHisAla 



3601 GAATATATGACCACGCTCACCCGCATG ATTCCCGCGCCGCTGCTGGGAGAG ATCCCCTGG 
GluTyrMETThrThrLeuThrArgMETIleProAlaProLeuLeuGlyGluIleProTrp 

Hindu 
^ Sail 

3661 CTTGCAGAAAATCCAGAAAATGCGGCAACCGGAAAGTACATAAACCTTGCCTTCGTCGAC' 
LeuAlaGluAsnProGluAsnAlaAlaThrGlyLysTyrlleAsnLeuAlaPheValAs^ 
Hindu 

Ml ul Sail bioA 
37 21 GCGTCGACfTCTAGGGTTTACAAGTCGATTATGACAACGGACGATCTTGCCTTTGACCAAC 

SD METThrThrAspAspLeuAlaPheAspGlnArg 

Al^aSerThrLeu 

37 81 GCCATATCTGGCACCCATACACATCCATGACCTCCCCTCTGCCGGTTTATCCGGTGGTGA 

HisIleTrpHisProTyrThrSerMETThrSerProLeuProValTyrProValValSer 

Hindi! 

3841 GCGCCGAAGGTTGCGAGCTGATTTTGTCTGACGGCAGACGCCTG'GTTGAC'GGTATGTCGT 

AlaGluGlyCysGluLeuIleLeuSerAspGlyArgArgLeuValAspGlyMETSerSer 



3901 CCTGGTGGGCGGCGATCCACGGCTACAATCACCCGCAGCTTAATGCGGCGATGAAGTCGC 

TrpTrpAlaAlalleHisGlyTyrAsnHisProGlnLeuAsnAlaAlaMETLysSerGln 



3961 AAATTGATGCCATGTCGCATGTGATGTTTGGCGGTATCACCCATGCGCC AGCCATTGAGC 

IleAspAlaMETSerHisValMETPheGlyGlylleThrHisAlaProAlalleGluLeu 



4 0 21 TGTGCCGCAAACTGGTGGCGATGACGCCGCAACCGCTGGAGTGCGTTTTTCTCGCGGACT 

CysArgLysLeuValAlaMETThrProGlnProLeuGluCysValPheLeuAlaAspSer 

, gcal , 

4 081 CCGGTTCCGTAGCGGTGGAAGTGGCGATGAAAATGGCGTTGCAGTACTGGCAAGCCAAAG 

GlySerValAlaValGluValAlaMETLysMETAlaLeuGlnTyrTrpGlnAlaLysGly 

ERSATZBLATT 



wo 94/08023 



PCT/EP93/02688 



13/15 

Fig, 6F 



BSSHII 

4141 gcgaXgcgcgc'cagcgttttctgaccttccgcaatggttatcatggcgatacctttggcg 

GluAlaArgGlnArgPheLeuThrPheArgAsnGlyTyrHisGlyAspThrPheGlyAla 

4201 CGATGTCGGTGTGCGATCCGGATAACTCAATGCACAGTCTGTGGAAAGGCTACCTGCCAG 

METSerValCysAspProAspAsnSerMETHisSerLeuTrpLysGlyTyrLeuProGlu 

4261 AAAACCTGTTTGCTCCCGCCCCGCAAAGCCGCATGGATGGCGAATGGGATGAGCGCGATA 

AsnLeuPheAlaProAlaProGlnSerArgMETAspGlyGluTrpAspGluArgAspMET 

BspHI 



4321 tggtgggctttgcccgcctgatggcggcgcatcctcatgSaatcgcggcggtgatcattg 

ValGlyPheAlaArgLeuMETAlaAlaHisArgHisGluIleAlaAlaValllelleGlu 

Fspl 



4381 AGCCGATTGTCC AGGGCGC AGGCGGGATGCGCATGTACCATCCGGAATGGTTAAAACG AA 

ProIleValGlnGlyAlaGlyGlyMETArgMETTyrHisProGluTrpLeuLysArglle 

Pvul Nrul 

4441 tccgcaaaatatg'cgatcgcgaaggtatcttgctgattgccgacgagatcgccactggat 

ArgLysIleCysAspArgGluGlylleLeuLeuIleAlaAspGluIleAlaThrGlyPhe 

4501 TTGGTCGTACCGGGAAACTGTTTGCCTGTGAACATGCAGAAATCGCGCCGGACATTTTGT 

GlyArgThrGlyLysLeuPheAlaCysGluHisAlaGluIleAlaProAspIleLeuCys 

4561 GCCTCGGTAAAGCCTTAACCGGCGGCACAATGACCCTTTCCGCCACACTCACCACGCGCG 

LeuGlyLysAlaLeuThrGlyGlyThrMETThrLeuSerAlaThrLeuThrThrArgGlu 

. Ngil , 



4621 AGGTTGCAGAAACCATCAGTAACGGTGAAGCCGGTTGCTTTATGCATGGGCCAACTTTTA 

ValAlaGluThrlleSerAsnGlyGluAlaGlyCysPheMETHisGlyProThrPheMET 

4681 TGGGCAATCCGCTGGCCTGCGCGGC AGCAAACGCC AGCCTGGCGATTCTCG AATCTGGCG 

GlyAsnProLeuAlaCysAlaAlaAlaAsnAlaSerLeuAlalleLeuGluSerGlyAsp 

Pvul I 

47 41 actggcagcaacaggtggcggatattgaagta'cagctcScgcgagcaacttgcccccgccc 

TrpGlnGlnGlnValAlaAspIleGluValGlnLeuArgGluGlnLeuAlaProAlaArg 

4801 GTGATGCCGAAATGGTTGCCGATGTGCGCGTACTGGGGGCCATTGGCGTGGTCGAAACCA 

AspAlaGluMETValAlaAspValArgValLeuGlyAlalleGlyValValGluThrThr 

BamHI 

4861 CTCATCCGGTGAATATGGCGGCGCTGCAAAAATTCTTTGTCGAACAGGGTGTC'I'GGATCCI 

HisProValAsnMETAlaAlaLeuGlnLysPhePheValGluGlnGlyValTrpIleArg 

4921 GGCCTTTTGGCAAACTGATTTACCTGATGCCGCCCTATATTATTCTCCCGCAACAGTTGC 

ProPheGlyLysLeuIleTyrLeuMETProProTyrllelleLeuProGlnGlnLeuGln 
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Fig. 6G 

Hindu 
Hpal 

4981 AGCGTCTGACCGCAGCGGTTAACCGCGCGGTACAGGATGAAACATTTTTTTGCCAATA AC 
ArgLeuThrAlaAlaValAsnArgAlaValGlnAspGluThrPhePheCysGln* - 

5041 GAGAAGTCCGCGTGAGGGTTTCTGGCTACACTTTCTGCAAACAAGAAAGGAGGGT§C^ 

r^T^ry^ MET 

QRFI 

5101 Saactcatcagtaacgatctgcgcgatggcgataaattgccgcatcgtcatgtctttaac 

LysLealleSerAsnAspLeuArgAspGlyAspLysLeuProHisArgHisValPheAsn 

Sspl 



5161 GGCATGGGTTACGATGGCGATAATATTTCACCGCATCTGGCGTGGGATGATGTTCCTGCG 
GlyMETGlyTyrAspGlyAspAsnlleSerProHisLeuAlaTrpAspAspValProAla 

5221 GGAACGAAAAGTTTTGTTGTCACCTGCTACGACCCGGATGCGCCAACCGGCTCCGGCTGG 
GlyThrLysSerPheValValThrCysTyrAspProAspAlaProThrGlySerGlyTxp 

Hpal 

5281 TGGCACTGGGTAGTTtSTTAAC'TTACCCGCTGATACCCGCGTATTACCGCAAGGGTTTGGC 
TrpHisTrpValValValAsnLeuProAlaAspThrArgValLeuProGlnGlyPheGly 

Mlul 

5341 TCTGGTCTGGTAGCAATGCCAGACGGCGTTTTGCAGACGCGT'ACCGACTTTGGTAAAACC 
SerGlyLeuValAlaMETProAspGlyValLeuGlnThrArgThrAspPheGlyLysThr 

5401 GGGTACGATGGCGCAGCACCGCCGAAAGGCGAAACTCATCGCTACATTTTTACCGTTCAC 
GlyTyrAspGlyAlaAlaProProLysGlyGluThrHisArgTyrllePheThrValHis 

5461 GCGCTGGATATAGAACGTATTGATGTCGATGAAGGTGCCAGCGGCGCGATGGTCGGGTTT 
AlaLeuAspIleGluArglleAspValAspGluGlyAlaSerGlyAlaMETValGlyPhe 

5521 AACGTTCATTTCCACTCTCTGGCAAGCGCCTCGATTACTGCGATGTTTAGTTAATCACTC 
AsnValHisPheHisSerLeuAlaSerAlaSerlleThrAlaMETPheSer*** 



5581 TGCCAG ATGGCGC AATGCC ATCTGGTATCACTTAAAGGTATTAAAAACAACTTTTTGTCT 
5641 TTTTACCTTCCCGTTTCGCTCAAGTTAGTATAAAAAAGCAGGCTTCAACGGATTCATTTT 
5701 TCTATTTCATAGCCCGGAGCAACCTGTGAACACATTTTCAGTTTCCCGTCTGGCGCTGGC 

57 61 ATTGGCTTTTGGCGTGACGCTGACCGCCTGTAGCTCAACCCCGCCCGATCAACGTCCTTC 

. Kpnl S ad EcoRI PstI Sohl HindTT T 
5821 TGATCAAACCGCGCCTGGTACCGAGCTCtGAATTClCTGCAdGCATGCAAGCTT- 3 » 
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Fig. 7 
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^ zwiUli^he R«h«TcngcbUhr geiechlferiigi hatie, hat dk; IniernaUonaie Rccherch.nbehtirde mcht zur Zahlung cmer solch.n 
Gcbuhr aufgcrordcrt 

1 I I Da der AnmcWcr nur cinigc der erforderUchen 2U«iUiichcn RccherchcngcbOhrcn rcchtzeitig cntrichtct hit, erslrccki sich descr 
^ SurnL^te R<^er^^^^ auf die AnsprOche der mternalionalen AnnKldung. far die Oebiihren enir.chiet worden 

sind, nitmlich auf die An«prQche Nr. 



4 n Der Anmeider hu die erfordcrlichen zusit2ik:hcn Rcchcrchcngebuhrcn nicht n^^^^t, '"'^^^^^^^ 

' ' chcnbi:r[Su bcohrinkt «h daher auf die in den AiuprUchen ruerst erwkhnie Errmdung; dtete Bi in foigcnden AnsprOchen er 

faflL 



Bemerku.ceo hinachUkrh Mies Wi6e«pn«hs Q D« zuiaizlichcn GebUhren wurden vom Anmeider unicr Widcrspruch gezahlt 

Die Zahlung zusiizlichcr Gebuhrcn crfolgu: ohne Widcripruch. 



Formblatl PCT/IS A/llO (Fortsctzung von Blati 1 (l))(Jua 1992) 



INTERNA 1 1 UNA LBR KcurlcKCrlDiNDcKiCn i 

Anp^tita fu VtrtfffpfllyVii., fli die xur Mlbcn PftUDtfamilic gcbfira 


Inter yoalm 

PCT/EP 


AknoaicbB 

93/02688 


Im Rechcrcfaenbcricfat 
angefUhitu Pauntdokument 


Dttuzn der 
VcrOfTcnUlchuni 


Mitglied(er) dcr 
Patentfunilit 


Dfttum dtr 

VerafPmtlichung 



GB-A-2216530 



11-10-89 



KEINE 



WO-A-8701391 



12-03-87 



AU-B- 

AU-A- 

CA-A- 

DE-A- 

EP-A,B 

JP-T- 

US-A- 



599046 
6229786 
1317245 
3688248 
0236429 
1500081 
5110731 



12- 07-90 
24-03-87 

04- 05-93 

13- 05-93 
16-09-87 
19-01-89 

05- 05-92 



EP-A-0266240 04-05-88 



EP-A-0449724 02-10-91 



FR-A- 2604436 01-04-88 

FR-A- 2615514 25-11-88 

AU-B- 616380 31-10-91 

AU-A- 7890887 19-05-88 

CN-A- 1031111 15-02-89 

JP-A- 63173591 18-07-88 

US-A- 5096823 17-03-92 



JP-A- 3277269 09-12-91 

AU-A- 7372491 31-10-91 

CN-A- 1066291 18-11-92 

US-A- 5179011 12-01-93 



EP-A-0316229 17-05-89 AU-B- 602274 04-10-90 

2614688 01-06-89 

WO-A- 8904365 18-05-89 

JP-T- 2502065 12-07-90 



